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Rhizoctonia solani VE BINUKLEAT Rhizoctonia ANASTOMOSIS GRUPLARI
ARASINDAKI FILOGENETIK ILISKILERIN 18S rDNA DiZi ANALIZI iLE
BELIRLENMESI

Bu ¢alismada, multiniikleat ve biniikleat Rhizoctonia spp. anastomoz gruplar1 ve
intraspesifik gruplar arasindaki filogenetik iligkilerin belirlemesi amaglanmustir.

Bu amagla, diinyanin farkli bolgelerinden izole edilmis olan, 45 Rhizoctonia spp.
temsilci izolat1 kullanilmistir. Temsilci izolatlarin 18S rDNA baz dizileri belirlenmis ve
filogenetik analizleri yapilmistir. Bu amagla, 18S rDNA bdlgesinin amplifikasyon ve
dizi analizi i¢in oligoniikleotit primerler NS1, NS3, NS4 ve NS8 kullanilmistir.
Filogenetik analizler ise, PAUP V. 40b10 programinda maksimum parsimoni ve
neighbour joining algoritmalar1 kullanilarak gerceklestirilmistir.

Evrimsel olarak korunmus olmasi sebebiyle 18S rDNA, Rhizoctonia spp.’deki
genetik cesitliligin anlasilmasi i¢in dnemli bir bilgi kaynagidir.

Bu gruptaki filogenetik iligkilerin belirlenmesinde daha once ITS ve 28S rDNA
dizileri kullanilmistir. Bu ¢alismada, ilk defa 18S rDNA dizisinin tamami kullanilarak
sonuclar degerlendirilmistir.

Elde edilen sonuglar, geleneksel anastomoz grubu siniflandirmasini biiyiik
Olclide desteklemektedir. Fakat biniikleat AG Fa, AG Fb ve AG 1 izolatlarinin
filogenetik agidan multiniikleat Rhizoctonia izolatlar1 ile daha yakin iliskili oldugu ve

belirli anastomoz gruplarinin monofiletik olmadiklar1 gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Rhizoctonia spp., 18S rDNA filogeni, anastomoz grubu



i

ABSTRACT

DETERMINATION OF PHYLOGENETIC RELATIONSHIPS IN Rhizoctonia
solani AND BINUCLEATE Rhizoctonia ANASTOMOSIS GROUPS WITH 18S
rDNA SEQUENCE ANALYSIS

In this study, we aimed to determine phylogenetic relationships in different
anastomosis groups and intraspecific groups of multinucleate and binucleate
Rhizoctonia spp.

For this purpose, 45 representative isolates of multinucleate and binucleate
Rhizoctonia were used. We determined the base sequences of 18S rDNA and performed
the phylogenetic analysis. The oligonucleotide primers NS1, NS3, NS4 and NS8 were
used for amplification and sequencing of the small subunit 18S rDNA region. The
phylogenetic analysis was performed using the maximum parsimony and neighbour
joining algorithm in PAUP v. 4.0b10.

This region was found to be more conserved and informative for understanding
genetic diversity in Rhizoctonia.

In this group, the phylogenetic relationships studied with ITS ve 28S sequences
earlier, were firstly assessed with the full 18S rDNA sequence data.

Our results supported the classic anastomosis groups classification. But it
seemed that, BN AG Fa, AG Fb and AG I isolates were more closer to multinucleate

Rhizoctonia spp. isolates and certain AGs are not monophyletic.

Keywords: Rhizoctonia spp., 18S rDNA phylogeny, anastomosis grouping
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1. GIRIS

Rhizoctonia ismi Yunanca kok anlamia gelen “riza” kelimesinden tliremistir
(Kammerer ve Harmon, 2008). Rhizoctonia, genis konukgu cesitliligine sahip olan
toprak kaynakli bir bitki patojenidir (Liu ve Sinclair, 1992). Rhizoctonia cins kavrami
ilk kez De Candolle tarafindan 1815°te tanimlanmistir (Garcia ve ark., 2006).

Cins igerisinde en ¢ok calisilan tiir Rhizoctonia solani Kiihn (Teleomorf:
Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk)’dir (Sneh ve ark., 1991). Rhizoctonia solani
yakin akraba fakat genetik olarak izole olmus alt gruplar i¢ermesi nedeniyle bir tiir
kompleksi olarak adlandirilir (Carling ve ark., 2002).

Rhizoctonia solani 500°den fazla konuk¢uya sahip olan bir bitki patojenidir (Liu
ve ark., 1995; Khodayari ve ark., 2009) ve son yillarda kiiresel 1sinma sonucu artan
sicakliklar nedeniyle bu fungusla enfekte olan iirlin sayisinin ve enfeksiyon siddetinin
gittikce arttig1 belirtilmistir (Baiswar ve ark., 2010).

Rhizoctonia spp. gibi genis konukgu potansiyeline sahip patojenlerin izolatlari
tarimsal tiriinlerden dogal bitki komunitelerine go¢ edebilirler. Patojenler bu sekilde
konukgu sayilarini artirabilir ve yeni hastaliklara neden olabilirler (Chakraborty ve ark.,
2000). Benzer bir durum Banglades’te gézlenmistir. Daha 6nceleri R. solani’nin neden
oldugu kin yaniklig1 (sheath blight) 6nemsiz bir hastalik iken, son yillarda celtik
tarlalarin1 en ¢ok tahrip eden hastaliklardan biridir. Yiiksek sicaklik ve nispi nem
hastaligin yayilmasinda etki olmustur (Haq ve ark., 2008).

Degisen iklim kosullar1 hastalik etmeni fungus gruplarinin da farklilasmasina
neden olmaktadir. Ornegin seker pancarinda tag ¢iiriikliigii etmeni daha 6nceki yillarda
R. solani AG 4 izolatlar iken, son yillarda yiiksek sicakliga toleransi daha fazla olan
AG 2-2 izolatlar1 etkili olmaktadir (www.inia.cl/medios/remehue/noticias/Gary.pdf,

12.06.2011).

Anastomoz, farkli fakat akraba hifler arasinda somatik veya vegatatif uyumun
bir gostergesidir. Anastomoz grubu (AG), birbirleriyle anastomoz yapabilme
yeteneklerine gore bir arada gruplandirilan yakin akraba izolatlar toplulugudur (Sneh ve

ark., 1996; Cebi Kiligcoglu, 2009).


http://www.inia.cl/medios/remehue/noticias/Gary.pdf

Rhizoctonia solani i¢in 13 anastomoz grubu (AG 1, AG 2, AG 3, AG 4, AG 5,
AG 6, AG 7, AG 8, AG 9, AG 10, AG 11, AG 12, AG 13) tanimlanmistir (Ogoshi
1996; Carling ve ark., 1999, 2002; Harikrishnan ve ark., 2004; Woodhall ve ark., 2007).

Biniikleat Rhizoctonia izolatlari ise giiniimiizde 16 anastomoz grubuna (AG A,
AGB,AGC,AGD,AGE,AGF,AGG,AGH,AGI,AGK, AGL, AGO,AGP, AG
Q, AG R ve AG 9S) ayrilmistir. Daha 6nce anastomoz gruplarina dahil edilen AG M
izolatlarinin kayip, AG N ve AG J izolatlarim Rhizoctonia olmadigi, AG T
izolatlarinin AG A igerisinde yer aldig1 ve AG U izolatlarinin da AG P’ ye ait izolatlar
oldugu rapor edilmistir (Mghalu ve ark., 2007; Sharon ve ark., 2008).

Rhizoctonia grubu funguslar oldukg¢a heterojen yapidadir. Bu sebeple geleneksel
yontemlerle yapilan taksonomik c¢alismalar yetersiz kalmaktadir. Giiniimiizde bu
eksiklikleri gidermek  amaciyla  molekiiller  taksonomi yontemlerinden
yararlanilmaktadir. Molekiiler taksonomi ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan
yontemlerden biri de, evrimsel siirecte korunmus oldugu belirlenen rDNA bélgelerinin
karakterizasyonu esasina dayanmaktadir. Elde edilen izolatlarn DNA’lar1 PCR
reaksiyonuna tabi tutularak istenilen bolge uygun primerler kullanilarak ¢ogaltildiktan
sonra Ornekler sekans, RFLP ve RAPD teknikleriyle karsilastirllmaktadir (Liu ve
Sinclair 1992).

Fungal sistematikte kullanilan yeni metotlar ve tekniklere ragmen Rhizoctonia
tirlerinin  siniflandirilmast halen gelisim siirecindedir (Garcia ve ark., 2006).
Rhizoctonia grubu funguslarin morfolojik, patolojik ve fizyolojik olarak yiiksek oranda
kalitsal c¢esitlilik gostermesi, taksonomilerindeki belirsizligin de siirmesine neden
olmaktadir (Gonzalez ve ark., 2001).

Anastomoz gruplart arasindaki filogenetik iligkinin belirlenmesi Rhizoctonia
form cinsinin taksonomik durumunun netlestirilmesi bakimindan oldukga 6nemlidir. Bu
sebeple rDNA bolgeleri kullanilarak yapilan molekiiler ¢alismalar 6nem kazanmaktadir.

Bu ¢alismada multiniikleat ve biniikleat Rhizoctonia spp.’nin anastomoz gruplari
arasindaki filogenetik iliskinin belirlenmesinde 6nemli bir yere sahip olan 18S rDNA
dizisinin analizi yapilarak gen bankasina kazandirilmasi ve anastomoz gruplari

arasindaki filogenetik iliskinin ortaya ¢ikarilmasina katkida bulunmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Rhizoctonia Grubu Funguslarin Genel Ozellikleri

De Candole’nin orijinal tanimina goére bir fungusun Rhizoctonia olarak
siniflandirilmasi i¢in:
e uniform yapida sklerot olusturmasi
e canl bitkilerin kokleri ile iligkili olmas1 gerekmektedir (Carling ve Summer,
1992; Stalpers ve Andersen, 1996).
Ancak daha spesifik karakterlerin eksikligi iliskisiz birgok fungusun Rhizoctonia
spp. olarak siniflandirilmasina yol agmistir (Sneh ve ark., 1991). Garcia ve ark. (2006)’
nin bildirdigine gore bugiine dek 120 epitet (takson) Rhizoctonia tiir kompleksine dahil
edilmis fakat bu say1r taksonomik diizenlemeler ile Andersen ve Stalpers (1994)
tarafindan 37, Roberts (1999) tarafindan 49 ile sinirlandirilmastir.
Rhizoctonia cinsi;
e Geng vejetatif hiflerdeki dallanmanin distal bdlmenin biraz gerisinde
meydana gelmesi (Sekil 2.1)
e hifal dallarda dallanmanin oldugu kisimda daralma ve hemen yakininda
bolme olusmasi (Sekil. 2.1)
e sklerotlarin i¢ ve dis kisimlarinin farklilagsmamasi (Sekil 2.2)

e kanca yapisi (Clamp connection), konidium ve rizomorf bulunmamasi

e dolipor bélme bulunmasi (Sekil 2.3)
ile karakterize edilir (Sneh ve ark., 1991).

Sekil 2.1. Rhizoctonia cinsinin karakteristik hif yapis1 (Tredway ve Burpee, 2001)



Sekil 2.2. Rhizoctonia sklerot yapisi (Tredway ve Burpee, 2001)

Sekil 2.3. Dolipor septum yapisi (http://www.mycolog.com/chapterSa.htm, 19.06.2011).

2.2. Rhizoctonia Grubu Funguslarin Taksonomisi

Farkli Rhizoctonia taksonlarmin siniflandirilmast 6nceleri  biiyiik Glglide
hastalikli bitkilerden elde edilen izolatlarin ¢alisilmasi ile miimkiin olmustur. Ancak
karakterizasyon i¢in kullanilan kriterler ve metodoloji gelistik¢e siiflandirmada ciddi
degisiklikler yapilmistir. 70’li yillar 6ncesinde tarimsal acidan Onemli ve kiiltiirel
ozellikleri dikkate alinarak R. solani olarak siniflandirilan izolatlarin farkli teleomorfik

durumlar1 oldugu belirlenmistir.


http://www.mycolog.com/chapter5a.htm

2.2.1. Rhizoctonia Grubu Funguslarin Teleomorfik Simiflandirmasi

Rhizoctonia spp. teleomorflari Basidiomycotina alt boliimii, Hymenomycetes
siifi  Holobasidiomycetidae alt sinifina dahil olan Thanatephorus (anamorf:
Rhizoctonia solani), Ceratobasidium (anamorf: biniikleat Rhizoctonia), Tulasnella
(anamorf: Rhizoctonia repens) ve Waitea (anamorf: R. zeae, R. oryzae) cinslerinden bir
tanesinde bulunmaktadir (Cizelge 2.1) (Sneh ve ark., 1991; Giirkanli, 2005).



Cizelge 2.1. Rhizoctonia grubu funguslarin teleomorfik smiflandirilmasi (Giirkanls,
2005)

BASIDIOMYCOTINA

HYMENOMYCETES

PHRAGIMOBASIDOMYCETIDAE

HOLOBASIDIOMYCETIDAE

TREMELLALES I

TULASNELLALES : APHYLLOPHORALES I
TREMELLACEAE

CORTICACEAH

SEBACINA TULASNELLACEAE ASIDDIACEAE ‘
BOTRYOBASIDIUM WAITEA
| UTHATOBASIDIUM F

CERATOBASIDIUM

S.wvermifera

W.circinata

TULASNELLA

C.setariae
Coryzae-sativae

C.

T.c
T.

T.
T.

T. asymmetrica
T.c

| OLIVEONIA : THANATEPHORUS

j20U ATHAN ATEPHOTU

YPSILOMIDIUM

Y.c

nomafum

Y. stringmaticum




2.2.2. Rhizoctonia Grubu Funguslarin Anamorfik Siniflandirmasi

Rhizoctonia spp. anamorflari Deuteromycota subesi, Mycelia Sterilia form
ordosu igerisindeki R. solani, Biniikleat Rhizoctonia, R. zeae, R. oryzae ve Uniniikleat
Rhizoctonia form tiirlerine dahil edilmektedir (Cizelge 2.2) (Barnet ve Hunter, 1998).

Rhizoctonia’da anamorfik siniflandirma geng¢ hiicrelerdeki ¢ekirdek sayisi ve

anastomoz gruplari ile hifal birlesmeler esas alinarak yapilmistir (Sharon ve ark., 2006).



Cizelge 2.2. Rhizoctonia grubu funguslarin anamorfik siniflandirilmasi (Giirkanli, 2005)

RHIZOCTONIA
MULTINUCLEATE I BINUCLERTE
THANATEPHORUS WAITEA TULASNELLA
CERATOBASIDIUM . .
(Epilorhiza)
I_ R. solani R.oryzae R.zeoe
AG1-1A ‘ WAG-0 WAG-Z Bn. Rhizoctonia R.anaticula
AG1-1B R.repens
AG 1-1C
AG2-1
AG 2-21lIB
AGA
AG 2-2IV AGBa Rrl
AG2-3 AGBb Rr2
AG2BI AG Bo
AG3 AGC
AG 4 HGI AGD
AG 4 HGII AGE
AGS AGFa
AGFb
AGBHGI | | acc
AGBGV AGH
AG7 AGI
AGS8 AGK
AGOTP AGL
AG9ITX :?Ev?g]
AG 10 AGO
AG11 AGP
AG12 AGR
AG13 AGS



2.3. Rhizoctonia spp.’nin Simflandirilmasinda Kullanilan Geleneksel

Yontemler

Rhizoctonia spp.’nin siiflandirilmasinda kulanilan geleneksel yontemler;
e Izolatlarin besiyeri iizerindeki gelisim sekli ve sklerosyal alaninin desenlenmesi,
sklerot rengi, kiiltiir alt1 ve kiiltiir iistii pigmentasyonunun belirlenmesi,
e Izolatlarin sklerot biiyiikliiklerinin belirlenmesi,
e Izolatlarin hif genisliklerinin belirlenmesi,
e Her bir hiicredeki ¢ekirdek sayilarinin belirlenmesi,
e Hifal anastomoz grup tayini,
e Patojenite 6zelliklerinin belirlenmesi
seklinde 6zetlenebilir (Sneh ve ark., 1991; Cebi Kiligoglu, 2009).
Kullanilan geleneksel yontemlerin tamami gézlemlere dayali, mikroskop bilgisi
ve deneyimi gerektiren, uzun zaman gerektiren ve hata yapma olasilig1 fazla olan

yontemlerdir.

2.3.1. Hifal Anastomoz Reaksiyonu Yoluyla Rhizoctonia spp.’nin

Gruplandirilmasi

2.3.1.1. Anastomoz Kavram ve Anastomoz Tipleri

Rhizoctonia grubu funguslarda gen transferi, anastomoz olarak adlandirilan
hiflerin vejetatif birlesmeleri ile meydana gelmektedir. Anastomoz, farkli izolatlar
arasinda varyasyona ve gen degisimine izin veren vejetatif hiicre birlesmesi
mekanizmasidir. Sekil 2.4°te R. solani’de anastomoz reaksiyonu goriilmektedir.

Anastomoz reaksiyonu funguslarda gen degisimi icin yaygin bir metottur ve R.
solani, biniikleat Rhizoctonia’lar ve Waitea telemorflari anastomoz yeteneklerine gore

spesifik gruplar icerisine dahil edilirler (Sneh ve ark.,1996; Mccabe ve ark., 1999).
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Sekil 2.4. Rhizoctonia solani’de anastomoz reaksiyonun video mikroskobik goriintiisii
(Mccabe ve ark., 1999).

Rhizoctonia solani’de hifal anastomoz reaksiyonlarinin varhigi ilk olarak
Matsumoto tarafindan 1921°de rapor edilmistir (Johnk ve ark., 1992). Schutz (1936) ise
ilk kez izolatlar1 anastomoz yeteneklerine gore gruplandirmistir (Sneh ve ark., 1996).
Ardindan Flentje ve Stretton, Richter ve Schneider ve Parmeter tarafindan anastomoz
reaksiyonlarmma gore gruplama g¢alismalart yapilmis bu aragtiricilar tarafindan farkl
gruplama sistemleri kullanilmistir. Arastiricilarin tanimladigi anastomoz gruplar1 ve bu
gruplarin bugiinkii karsiliklar1 Cizelge 2.3’de verilmistir.

Hifal anastomoz reaksiyonlarmma 1970’li yillardan itibaren baz1 genel
tanimlamalar kazandirilmistir. Bu tanimlamalar sayesinde anastomoz reaksiyonlari, R.
solani izolatlarinin daha homojen ve anlasilabilir gruplar i¢ine dahil edilmesi i¢in (Sneh

ve ark., 1996) kullanigl bir yontem olmustur.
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Cizelge 2.3. Anastomoz reaksiyonlarina gore yapilan siniflandirmanin tarihsel gelisimi
(Sneh ve ark, 1996)

YIL  YAZAR ONERILEN GRUP BUGUNKU
KARSILIGI
1936  Schultz Grup I (hortensis) (AG1)
Grup II (brassicae) (AG2)
Grup I1I (typica) (AG3)
Grup IV (chicorii-endiviae) (AG 4)
Grup V (fuchsiae) (binucleate)
1953  Richter ve Schneider Fiizyon grup A (AG 1)
Fiizyon grup B (AG)S)
Fiizyon grup C (AG 4)
Fiizyon grup D “cruciferen” (AG 2)
Fiizyon grup E (binucleate)
Fiizyon grup F “kartoffel” (AG3)
1969  Parmeter ve ark. AG 1 (AG1)
AG?2 (AG2)
AG3 (AG3)
AG 4 (AG 4)
2.3.1.2. Hifal Anastomoz Reaksiyonlarinin Karakterizasyonu

Rhizoctonia solani’deki hifal anastomoz reaksiyonu, farkli fakat akraba hifler
arasindaki somatik veya vejetatif uyumun bir gostergesidir (Sneh ve ark., 1996).
Aragtiricilar  farkli terminolojiler kullanarak anastomoz reaksiyonlarimi kategorize
etmeye calismiglar fakat bu terminolojiler farkli kategorileri tanimlamada hangi
kriterlerin kullanilacagin1 anlamak i¢in gerekli o6zel sitolojik detaylardan yoksun

kalmistir. Kullanilan terminolojiler ve kategoriler Cizelge 2.4’te verilmistir.



Cizelge 2.4. Rhizoctonia solani’de hifal anastomoz reaksiyonunu tanimlamada

kullanilan terminolojiler (Carling, 1996)

Matsumoto ve ark.
(1932)

Flentje ve Stretton Parmeter ve ark.

Carling ve ark .
(1988)

Perfekt
Ayni atasal
misellerden hifler

2 (Perfekt)

Hiicre 6liimii yok
sitoplazmik
membran birlesmeli

Hiicre 6limii

‘6C3 2

Imperfekt
Membran yeterince

¢Oziinmemis,
sitoplazmik karigim
yok

2 (Imperfekt)

Duvarlar birlesmis
sitoplazmik
birlesme yok

Hiicre 6liimii

Anastomoz yapan
hiicre ile diger
hiicrelerin
sitoplazmik
anastomoz oliimii

CCC2”

Temas
Temas var fakat
birlesme yok

Birlesme ;lok
Hiicre 6liimii yok

Duvar anastomozu

sitoplazmik
anastomoz yok

‘CC 1 2

Reaksiyon yok
Reaksiyon yok

@ksiyon yok Reaksiyoﬁ yok

G‘CO”

Cizelgedeki ilk ii¢ sistem arasindaki farkliliklar ve eksiklikleri gidermek iizere

Carling ve ark. (1988) hifal anastomoz reaksiyonlarin1 tanimlamada dort kategorili bir

sistem olusturmustur (Cizelge 2.5). Bu sistemde;_C3, ¢ok yakin iligkiyi ve ayni

anastomoz grubunu, vejetatif olarak uyumlu ayni populasyonu (VCP) ve muhtemelen

ayn1 bireysel organizmay1 gostermektedir. C2, ayn1 AG’da olan fakat farkli VCP’lerde

olan akraba izolatlar1 temsil eder. C1, ise oldukc¢a heterojen AG (AG 2, AG 8)’ler i¢inde

veya kopri iligkilerinin var oldugu AG’ler arasindaki daha uzak iliskiyi temsil

etmektedir. CO, farkli AG’larin1 temsil eder ve hiicreler arasinda etkilesim yoktur (Sneh

ve ark., 1996).
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Cizelge 2.5. Rhizoctonia solani’de hifal anastomoz reaksiyonlarinin karakterizasyonu
(Carling, 1996)

Kategori

Akrabalik

Etkilesim tanimm

Yakin akraba

-Duvarlar ve membranlar

Ayn1 anastomoz grubu birlesir
Ayni vejetatif uygunluga -Anastomoz noktalari
sahip populasyon (VCP) cogunlukla belirgin
Ayni izolat degildir
Cc3 -Anastomoz noktasinin
cap1 hif ¢apma esit ya da
hemen hemen esit
-Anastomoz yapan hiicreler
ve bitisik hiicreler Olebilir
ya da genellikle 6lmez
Akraba -Duvar baglantist belirgin,
Ayni anastomoz gruplari membran temasi belirsiz
c2 fakat farklit VCP’ler -reaksiyon bolgesinin yeri
belirgin
-anastomoz  yapan = ve
bitisik hiicreler daima Oliir
Uzak akraba -Hifler arasinda temas
Farkli anastomoz gruplari - duvar baglantisi belirgin
ya da aynt anastomoz fakat duvar penetrasyonu
C1 gruplari ve membran temasina
iliskin kanit yok
-nadiren anastomoz yapan
hiicrelerden biri ya da her
ikisi ve bitisik hiicreler Oliir
Akraba degil Reaksiyon yok
Co Farkli anastomoz gruplari




Sekil 2.5. Rhizoctonia solani izolatlarinda anastomoz reaksiyonlari
a) CO b) C2 cved)C3 (Garcia ve ark., 2006)

2.3.1.3. Anastomoz Gruplart (AG) ve Anastomoz Gruplarinin Alt
Gruplan (Intraspesifik Gruplar-ISG)

Intraspesifik grup (ISG) tanim1 Ogoshi (1987) tarafindan R. solani AG’larin alt
gruplart i¢in kullanilmistir. ISG kavrami kabul edilmis ve kisa siirede literatiirde yer
almigtir. Halen AG alt gruplarinin teshisi miimkiin ve kullanighdir. Bunlar ISG referans
izolatlar1 olmadan da teshis edilebilirler. Ornegin AG 1’in alt gruplar1 koloni morfolojisi

patolojisine bakilarak teshis edilebilir (Sneh ve ark., 1996).

2.3.1.4. Koprii Gruplar ve Koprii iliskileri

Koprii izolatlar1 birden fazla AG izolati ile hifal anastomoz reaksiyonu
gerceklestirebilen izolatlardir. Bu reaksiyonlar genellikle C1 tipi anastomoz
reaksiyonlaridir. Hifal anastomoz reaksiyonlar1 kullanilarak R. solani izolatlariin

tamamina yakini1 bir AG’na dahil edilebilir. Ancak koprii izolatlarinin varligi bazen bir



15

izolatin uygun bir AG’na yerlestirilmesini zorlastirir. AG’lar1 genellikle birbirinden
genetik olarak izole olmus olarak tanimlanmaktadir. Ancak koprii izolatlarinin varligi
bu ayrimin daima kesin olmadigini gostermektedir. Bu sebeple, anastomoz gruplarinin

tiir olarak nitelendirilmesi tartigilan bir konudur.

2.3.1.5. Vejetatif Olarak Uyumlu Populasyonlar

Hifal anastomoz reaksiyonlari R. solani izolatlarin1 anastomoz gruplari igine
yerlestirdigi gibi, ayn1 zamanda anastomoz gruplarin1 da daha kiigiik, daha homojen alt
birimlere ayirmak icin de kullanilabilir. Bu, C3 tipi anastomozun C1 ve C2 tipi
anastomoz reaksiyonuna gore ¢cok daha yakin bir iligski diizeyini gdstermesi ile miimkiin
olmaktadir. Bu ii¢ reaksiyon tipi de bir izolati bir AG’na yerlestirmek amaciyla
kulanilabilir, fakat sadece C3 izolatlar1 bir AG’nun alt birimlerimi belirlemek igin
kullanilabilir. Ogoshi ve Ui (1983) bu alt birimleri “klon” olarak adlandirmis ve bu
metodolojiyi tarladan almman AG 1, 2, ve 3’e ait populasyon icindeki iliskilerin
belirlenmesinde kullanmiglardir. C3 reaksiyonu ile bu ii¢ anastomoz AG’na dahil
izolatlar arasindaki klonal iligkileri tespit etmislerdir.

Ogoshi ve Ui (1987) ve MacNish ve ark (1993) tarafindan kullanilan “klon”
terimi sadece anastomoz teknigine dayanilarak ayrilamayan izolatlar arasindaki
benzerlik derecesini gostermektedir. Arastiricilar VCP kavramini kendi aralarinda C3
reaksiyonlart olusturabilen bir AG igindeki izolat koleksiyonunu tanimlamak igin
kullanmiglardir. VCP klon terimi ise benzerlik gerektirmeksizin vejetatif reaksiyona
(C3) dayal1 olarak tanimlanan uyumlu iliskiyi kesin ve dogru olarak ortaya ¢ikarir (Sneh

ve ark., 1996).

2.3.1.6. Anastomoz Grubunun Taksonomik Durumu

Anastomoz grubu kavraminin resmi taksonomik durumu bir¢ok tartigmanin
konusu olmustur. Bazi arastiricilar AG’larmin tiir statiisiinde degerlendirebilecegini 6ne
stirmiis fakat Rhizoctonia igerisindeki tiirler, gerekli anatomik Ozelliklerden yoksun
olmasi veya eslesme ve eslesme iliskileriyle ilgili bilgilerin yetersiz olusu sebebiyle iyi
anlagilamamistir. Birgok arastirma AG’larmin R. solani igindeki genetik olarak izole

olmus populasyonlar oldugunu desteklemistir. Resmi durumlarini dikkate almaksizin,
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AG’lar1 R. solani ile ¢alisan mikolog ve bitki patologlari i¢in yararli bir karakterizasyon

yontemi olmaya devam etmektedir (Sneh ve ark., 1996).

2.3.1.7. Multiniikleat Rhizoctonia Tiirlerinin Anamorfik

Siniflandirmasi

Multiniikleat Rhizoctonia tiirleri R. solani, R. zeae ve R. oryzae’ vyi
kapsamaktadir (Sneh ve ark., 1991)

Rhizoctonia solani

Bugiine kadar R. solani tiir kompleksi icerisinde 13 anastomoz grubu (AG 1, AG
2, AG 3, AG 4, AG 5, AG 6, AG 7, AG 8, AG 9, AG 10, AG 11, AG 12, AG 13)
tanimlanmistir (Kuramae ve ark., 2007).

Ulkemizde ilk kez 1994 yilinda rapor edilmistir (Giirkanl ve ark., 2009; Bremer
ve ark., 1948’ den). Daha sonra ise farkli arastiricilar tarafindan bir¢cok R. solani AG
bildirilmistir. Ulkemizden bildirilen AG’lar1 ve konukculari kisaca su sekildedir:

AG 2-1, AG 2-2, AG 3, AG 4 ve AG 5 —patates (Demirci ve Doken, 1991)

AG 1, AG 3, AG 4, AG 5, AG 9, ve AG 10- farkli sebze ve iirlinler (Demirci ve

Doken, 1995)

AG 2, AG 4 ve AG 5- fasulye (Karaca ve ark., 2002)

AG 4- hiyar (Erper ve ark., 2002)

AG 2-1, AG 3, AG 4, AG 5 ve AG 11- arpa ve bugday (Demirci, 1998)

AG 4 ve AG 5-Kanyas ¢imi (Demirci ve ark., 2002)

AG 4 -domates (Yildiz ve Doken, 2002)

AG 2-1, AG 3, AG 4, AG 5 ve AG 10- yem bitkileri (Eken ve Demirci, 2003)

AG2-1,AG 3, AG 4, AG 5, AG 9, AG 10 ve AG 11- fasulye (Eken ve Demirci,

2004)

AG 1-IB, AG 2-1, AG 4 HGI ve AG 4 HG II- tiitiin (Giirkanl ve ark., 2009)

AG 4 ve AG 6-fasulye (Cebi Kiligoglu, 2009)

Multiniikleat R. solani anastomoz gruplari, olusturdugu hastaliklar ve teleomorflari

Cizelge 2.6.’da verilmistir.
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Cizelge 2.6. Multiniikleat R.solani anastomoz gruplari, olusturdugu hastaliklar ve
teleomorflar1 (Garcia ve ark., 2006)

Grup/Altgrup Hastalik olusturdugu bitkiler Teleomorf
AG1IA piring, musir, sorgum, fasulye, soya Thanatephorus cucumeris
fasulyesi, ¢im, kafur agaci fideleri (=Corticium sasakii;
Pellicularia  sasakii) T.
sasakii?
AG11B fasulye, piring, soya fasulyesi, Thanatephorus cucumeris
odunsu leglimindz bitkiler, marul, T. microsclerotius?
ortanca, lahana
AG1IC kara bugday, havug, soya fasulyesi, T.cucumeris
keten, cam
AG 2-1 krusiferler, cilek, lale T. cucumeris
AG 2-2]111B piring, hasir sazi, zencefil, ¢cim misir, T. cucumeris
seker pancari, krizantem
AG 2-21V seker pancari, ¢im T. cucumeris
AG 2 BI patojen degil T. cucumeris
AG3 patates, tiitiin, domates, patlican
AG 4 (HGI, domates, bezelye, patates, T. cucumeris (=Pellicularia

HGII, HGIII)

fasulyesi, sogan, pamuk

praticola), T. praticola?

AGS patates, turfgrass, fasulye, T. cucumeris
fasulyesi

AG6 patojen degil T. cucumeris
(HG-1, GV)

AG7 soya fasulyesi T. cucumeris
AG 8 bugdaygiller T. cucumeris
AG9 krusiferler ve patates T. cucumeris
(TP, TX)

AG 10 patojen degil T. cucumeris
AG 11 bugday T. cucumeris
AG 12 karnabahar, turp T. cucumeris
AG 13 patojen degil T. cucumeris

Rhizoctonia solani AG 1

Rhizoctonia solani AG 1 izolatlar1 sadece AG 1 fiyeleri ile hifal birlesme

yetenegine sahiptir. Kiiltiirel karakterleri ve DNA baz dizi homolojileri dikkate alinarak

ti¢ alt gruba ayrilmistir. Ancak hifal anastomoz reaksiyonlar ile alt grup ayrimi yapmak

miimkiin degildir.
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AG 1-1A

AG 1-IA izolatlan biiytik, (1-3mm. ¢apinda) kiiresel sklerotlar1 ve 1-IA {iyeleri
arasinda yiiksek (%98-100), 1-IB iiyeleri ile de diisiik (%50-56) DNA dizi homolojisi

gostermeleri ile karakterize edilirler (Sneh ve ark, 1991).
AG 1-IB
Izolatlar kiigiik diizensiz sekilli sklerotlar1 ve 1-IB iiyeleri arasinda yiiksek, 1-1A

iiyeleri ile diisiik homoloji gostermeleri ile karakterize edilir (Sneh ve ark, 1991).

AG 1-IB izolatinin PDA {izerindeki koloni morfolojisi Sekil 2.6’da gdsterilmistir.

Sekil 2.6. AG 1-IB izolatinin PDA iizerindeki koloni morfolojisi

AG 1-IC

Izolatlar kiigiik (0.2- 0.8 mm. ¢apinda), daire seklinde sklerotlar1 ile taninirlar.
1-TIA ve 1-IB iiyeleri ile homolojileri belirlenememistir (Sneh ve ark, 1991). AG 1-IC

izolatinin PDA iizerindeki koloni morfolojisi Sekil 2.7°de gosterilmistir.
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Sekil 2.7. AG 1-IC izolatinin PDA iizerindeki koloni morfolojisi

Rhizoctonia solani AG 2

Bu izolatlar AG 2 ve diisiik siklikla da AG 8 iiyeleri ile hifal birlesme yetenegine
sahiptirler. AG 2 anastomoz siklig1 ve kiiltlirel karakterleri dikkate alinarak gruplara
ayrilmistir (Sneh ve ark., 1991). AG 2-2 izolatlar1 seker pancarinda kok clirtikligi ve

cOkerten hastaligina neden olmaktadir (Anees ve ark., 2010).

AG 2-1

AG 2-1 iiyeleri arasinda yiiksek siklikta (>%50) ve AG 2-2 iiyeleri ile diisiik siklikta
(£%30) hifal birlesme meydana gelir. Dizi homolojileri AG 2-1 {iyeleri arasinda yiiksek
(%100), AG 2-2I1IB ve AG 2-21V {iyeleri ile diisiik (sirastyla %37.6-40 ve %43-49)’tiir
(Sneh ve ark, 1991). AG 2-1 izolatinin PDA iizerindeki koloni morfolojisi Sekil 2.8’de

gosterilmistir.
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Sekil 2.8. AG 2-1 izolatinin PDA {izerindeki koloni morfolojisi

AG2-2111 B

AG 2-2 iiyeleri ile yliksek siklikta anastomoz olustururken, AG 2-1 iiyeleri ile
hifal birlesme siklig1 diistiktiir. 35°C’de gelisebilirler. DNA dizi homolojileri ise AG 2-
2I1IB iiyeleri arasinda yiiksek (9%98), AG 2-2 IV iiyeleri ile diisiik (%69-71) ve AG 2-1
iyeleri le oldukea diisiik (%38-40)’ tiir (Sneh ve ark, 1991). AG 2-2 III B izolatinin
PDA 1iizerindeki koloni morfolojisi Sekil 2.9°da gdsterilmistir.

Sekil 2.9. AG 2-2I1IB izolatinin PDA iizerindeki koloni morfolojisi
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AG2-21V

AG 2-2 iyeleri ile yiiksek siklikta hifal birlesme gerceklestirirken, 2-1 {iyeleri ile
diistik siklikta hifal birlesme yetenegine sahiptirler. Kiiltiirleri 35°C* de gelisemezler.
Ayn1 anastomoz grubu iiyeleri ile yiiksek (%100) dizi homolojisi gosterirler. AG 2-
211IB ve AG 2-1 iiyeleri ile ise diisiik (sirasiyla %69-71 ve %43-49) homoloji gosterirler
(Sneh ve ark, 1991).

AG 2 BI

AG 2 BI ilk olarak Japonya’ da bulunmustur ve koprii izolat1 olarak
adlandirilmaktadir (Vilgalys ve Gonzalez, 1990). Tiamin oksotrof izolatlardir. AG 2 BI
tiyeleri kendi aralarida %91-97 DNA dizi homolojisi gosterirler. izolatlar AG 2, AG 3,
AG 6 ve AG 8 iiyeleri ile hifal anastomoz gerceklestirebilirler (Sneh ve ark., 1991). AG
2-2 iiyeleri ile gii¢lii anastomoz reaksiyolar1 vermeleri sebebiyle Carling ve ark. (2001)
tarafindan daha once AG BI olarak isimlendirilen izolatlar, AG 2 BI adi1 ile AG 2’nin

bir alt grubu olarak dnerilmistir.
Rhizoctonia solani AG 3
Bu izolatlar AG 3, AG 2 BI {iyeleri ve diisiik siklikta olmak {lizere AG 8 iiyeleri

ile anastomoz yaparlar. Uyeleri arasinda %100 dizi homolojisi gosterirler (Sneh ve ark,

1991). AG 3 izolatinin PDA {izerindeki koloni morfolojisi Sekil 2.10°da gosterilmistir.
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Sekil 2.10. AG 3 izolatinin PDA iizerindeki koloni morfolojisi

Rhizoctonia solani AG 4

AG 4 iiyeleri ile anastomoz yaparlar. Sklerot sekilleri ve dizi homolojilerine gore

alt gruplara ayrilmistir (Sneh ve ark, 1991).

AG 4 HG-1

Izolatlar PDA iizerinde gelistirildiginde koyu kahverengi sklerotlar1 ile
karakterize edilirler. AG 4 HG-I iiyeleri ile yiiksek (%89-93) ve AG 4 HG-II iiyeleri ile
diisiik (%31-48) homoloji gosterirler (Sneh ve ark, 1991). AG 4 HG-I izolatinin PDA

iizerindeki koloni morfolojisi Sekil 2.11°de gdsterilmistir.
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Seki 2.11. AG 4 HG-I izolatinin PDA iizerindeki koloni morfolojisi

AG 4 HG-1I

PDA besiyeri lizerinde gri veya beyazimsi kahverengi sklerotlar1 ile karakterize
edilirler (Sneh ve ark, 1991). AG 4 HG-II izolatinin PDA iizerindeki koloni morfolojisi
Sekil 2.12° de gosterilmistir.

Sekil 2.12. AG 4 HG-II izolatinin PDA {izerindeki koloni morfolojisi
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Rhizoctonia solani AG 5

Sadece kendi iiyeleri ile anastomoz yaparlar ve iiyeleri arasinda %94-98 dizi

homolojisi gosterirler (Sneh ve ark, 1991). AG 5 izolatinin PDA iizerindeki koloni

morfolojisi Sekil 2.13’de gosterilmistir.

Sekil 2.13. AG 5 izolatinin PDA iizerindeki koloni morfolojisi

Rhizoctonia solani AG 6

AG 6 lyeleri arasinda ve diiglik siklikta olmak {lizere AG 8 ve AG BI tiyeleri ve
biniikleat Rhizoctonia AG F iiyeleri ile anastomoz yapma yetenegine sahiptirler. Dizi
homolojileri dikkate alinarak alt gruplara ayrilmistir (Sneh ve ark., 1991). AG 6 HG I

izolatinin PDA {izerindeki koloni morfolojisi Sekil 2.14’de gdsterilmistir.
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Sekil 2.14. AG 6 HG I izolatinin PDA {izerindeki koloni morfolojisi

Rhizoctonia solani AG 7

Sadece kendi iiyeleri ile anastomoz yaparlar. Uyeleri arasinda %99 homoloji

gosterirler (Sneh ve ark., 1991).
Rhizoctonia solani AG 8
AG 8 iiyeleri ile yiiksek siklikta (>50) ve AG 3, AG 6, AG BI ve AG 2 tiyeleri

ile diisiik siklikta (<30) hifal birlesme gosterirler (Sneh ve ark., 1991). AG 8 izolatinin
PDA iizerindeki koloni morfolojisi Sekil 2.15’de gosterilmistir.
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Sekil 2.15. AG 8 izolatinin PDA {izerindeki koloni morfolojisi

Rhizoctonia solani AG 9

Sadece AG 9 fiiyeleri ile hifal birlesme yapabilirler. Tiamin ihtiyac1 ve dizi
homolojilerin gore alt gruplara ayrilmistir (Sneh ve ark., 1991). AG 9 izolatinin PDA

iizerindeki koloni morfolojisi Sekil 2.16” da gosterilmistir.

Sekil 2.16. AG 9 izolatinin PDA {izerindeki koloni morfolojisi
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AGITP

Izolatlar1 tiamin ototroftur ve AG 9 TP iiyeleri arasinda (> %94) ve AG 9 TX

tiyeleri ile %78-87 oraninda homoloji gosterirler (Sneh ve ark., 1991).

AG 9 TX

Tiamin oksotrof izolatlardir.

Rhizoctonia solani AG 10

Sadece AG 10 iiyeleri ile anastomoz yapabilirler (Sneh ve ark., 1991).

Rhizoctonia solani AG 11

Izolatlar1 tiamin oksotroftur. AG 11” in kendi iiyeleri arasinda ve AG 2 ve AG 8
tiyeleri ile anastomoz yapabildigi gézlenmistir. Olgun sklerotlar1 krem-ag¢ik kahverengi

renktedir ve agar yiizeyinde dagilmistir (Carling ve ark., 1994).

Rhizoctonia solani AG 12

IIk olarak orkide bitkisinden elde edilmistir. Koloni rengi baslangicta acik
renklidir fakat yaslandikca koyu kahve rengi olmaktadir (Carling ve ark.,1999).

Rhizoctonia solani AG 13

[k kez 2002°de rapor edilmistir. Hifleri agik kahverengi renktedir. Sadece kendi

aralarinda anastomoz yapabilirler. Tiim izolatlar1 havai hif iiretir (Carling ve ark., 2002).
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2.3.1.8. Biniikleat Rhizoctonia Tiirlerinin Anamorfik Simiflandirmasi

Rhizoctonia repens disindaki biniikleat Rhizoctonia spp. hifal birlesme
yeteneklerine gore anastomoz gruplarina ayrilmiglardir (Sneh ve ark., 1991). Biniikleat
Rhizoctonia gruplar1 anamorf ve teleomorf isimleri ile birlikte Cizelge 2.7’de

verilmistir.

AG A

AG A tiyeleri AG A ve CAG 2 iiyeleri ile anastomoz yaparlar.

AGB

AG B iiyeleri ile hifal birlesme yetenegine sahiptirler. Anastomoz siklig1 ve

kiiltiirel karakterleri dikkate alinarak alt gruplara ayrilmistir (Sneh ve ark., 1991).

AG Ba

Bu izolatlar kendi grubundaki izolatlar ile yiiksek siklikta (>%50) anastomoz
yaparken, AG Bb ve AG Bo iiyeleri ile diisiik siklikta (<%30) anastomoz yaparlar.

Sklerotlar diizensiz sekilli ve grimsi renktedir (Sneh ve ark., 1991).

AG Bb

AG Bb iiyeleri ile yiiksek siklikta (>%50) anastomoz yaparken, AG Ba ve AG
Bo iiyeleri ile diisiik siklikta (<%30) anastomoz yaparlar. Sklerotlar1 kiiresel sekilli ve
kahverengidir (Sneh ve ark.,, 1991). AG Bb izolatinin PDA iizerindeki koloni

morfolojisi Sekil 2.17°de gosterilmistir.
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Sekil 2.17. AG Bb izolatinin PDA iizerindeki koloni morfolojisi

AG Bo

Bu izolatlar AG Ba ve AG Bb iiyeleriyle diisiik siklikta anastomoz yaparlar.
Kiiltiirel ve morfolojik 6zellikler bakimindan gesitlilik gosterir ancak AG Ba ve AG Bb’
den farklhidirlar (Sneh ve ark., 1991). AG Bo izolatinin PDA iizerindeki koloni

morfolojisi Sekil 2.18” de gosterilmistir.

Sekil 2.18. AG Bo izolatinin PDA iizerindeki koloni morfolojisi
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AGC

AG C iyeleriyle ve bazen de AG I temsilcileriyle hifal birlesme gosterirler
(Sneh ve ark., 1991).

AGD

AG D ve CAG 1 izolatlar1 ile anastomoz yaparlar (Sneh ve ark., 1991).

AGE

AG E, CAG-3 ve CAG 6 iiyeleriyle hifal birlesme gosterirler (Sneh ve ark.,
1991). AG E izolatinin PDA iizerindeki koloni morfolojisi Sekil 2.19°da gosterilmistir.

Sekil 2.19. AG E izolatinin PDA iizerindeki koloni morfolojisi

AGF

AG F, CAG 4 ve diisiik siklikta da R. solani AG 6 ile anastomoz yaparlar (Sneh
ve ark., 1991).

AG G

Sadece kendi iiyeleri ile hifal birlesme yetenegi gosterirler (Sneh ve ark., 1991).
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AGH

AG H iiyeleriyle anastomoz yapabilirler (Sneh ve ark., 1991).

AGI

AG I ve bazen de AG C izolatlar1 ile anastomoz yaparlar (Sneh ve ark., 1991).
AG I izolatinin PDA iizerindeki koloni morfolojisi Sekil 2.20°de gosterilmistir.

Sekil 2.20. AG I izolatinin PDA iizerindeki koloni morfolojisi

AGK

AG K izolatlariyla hifal birlesme gdsterirler (Sneh ve ark., 1991).

AG L

Kendi iiyeleri ile anastomoz yaparlar. AG L izolatinin PDA {izerindeki koloni

morfolojisi Sekil 2.21° de gosterilmistir.
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Sekil 2.21. AG L izolatinin PDA iizerindeki koloni morfolojisi

AGM

AG M izolatlariyla hifal birlesme gosterirler (Sneh ve ark., 1991). Ancak test
izolat1 kayiptir.

AGO

AG O izolatlartyla hifal birlesme gosterirler (Sneh ve ark., 1991). AG O

izolatinin PDA {izerindeki koloni morfolojisi Sekil 2.22°de gdsterilmistir.

Sekil 2.22. AG O izolatinin PDA iizerindeki koloni morfolojisi
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AGP

AG P izolatlartyla hifal birlesme gosterirler (Sneh ve ark., 1991). AG P

izolatinin PDA {izerindeki koloni morfolojisi Sekil 2. 23’de gosterilmistir.

Sekil 2.23. AG P izolatinin PDA {izerindeki koloni morfolojisi

AGQ

AG Q izolatlariyla hifal birlesme gosterirler (Sneh ve ark., 1991).

AGR

AG R ve CAG 5 izolatlariyla hifal birlesme gosterirler (Sneh ve ark., 1991).
AG R izolatinin PDA iizerindeki koloni morfolojisi Sekil 2.24°de gosterilmistir.
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Sekil 2.24. AG R izolatinin PDA {izerindeki koloni morfolojisi

AG S
AG S ve CAG 7 iiyeleri ile anastomoz yapabilirler (Sneh ve ark., 1991). AG S

izolatinin PDA iizerindeki koloni morfolojisi Sekil 2. 25° da gosterilmistir.

Sekil 2.25. AG S izolatinin PDA {izerindeki koloni morfolojisi



35

Cizelge 2.7. Biniikleat Rhizoctonia Gruplari (Garcia ve ark., 2006)

Anastomoz grubu Anamorf Teleomorf
AG A (Amerikan CAG2) R. candida; Ceratobasidium
R. endophytica var. cornigerum;
endophytica; (=C. ramicola)
R. fragariae;
R. ramicola
AG Ba R. fumigata C.setariae
AG Bb R .oryzae-sative C.oryzae- sative
AG Bo bilinmiyor C. cornigerum
AG C R. globularis C. cornigerum
AG D (Amerikan CAG1) R. cerealis C.cereale
AG E(Amerikan CAG3, CAG6)  R. muneratii Ceratobasidium sp.
AG F (Amerikan CAG4) bilinmiyor Ceratobasidium sp
AG G R. fragariae Ceratobasidium sp
AGH bilinmiyor Ceratobasidium sp
AGI R. fragariae bilinmiyor
AG K bilinmiyor Ceratobasidium sp
AGL bilinmiyor Ceratobasidium sp
AG O bilinmiyor Ceratobasidium sp
AGP bilinmiyor C. cornigerum
AGQ bilinmiyor C. cornigerum
AG R (Amerikan CAGS) bilinmiyor Ceratobasidium sp
AG S (Amerikan CAG7) bilinmiyor Ceratobasidium sp

2.4. Rhizoctonia Grubu Funguslarin Simflandirilmasinda Kullamlan

Biyokimyasal Yontemler

2.4.1. izozim Analizleri

[zozimler, genom iizerinde dagilmis birka¢ lokusta veya farkli allellerde

kodlanan, belirli enzimlerin ¢oklu molekiiler formlaridir.

[zozimlerin elektroforetik ayrimu, elektroforetik bir jel iizerindeki allelik formlar
arasindaki farkliliklardan sorumlu olan aminoasit degisikliklerine ve dolayisiyla genetik

polimorfizmlerin varligina dayanir.

1zozim analizleri;

e Dbir fungal grup veya alt gruplar icindeki yakin akraba izolatlar arasinda

yiiksek seviyede varyasyon gostermeleri,

e c¢ok sayida

saglamasi

izolatin eszamanl

olarak degerlendirilmesine olanak
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nedeniyle Rhizoctonia spp.’nin populasyon biyolojisi ¢alismalarinda oldukca
kullanighidir (Sharon ve ark., 2006). Sharon ve ark.’nin bildirdigine goére izozim
analizleri farkli anastomoz gruplar1 ve MNR ve BNR alt gruplar arasindaki c¢esitlilik ve
akrabalik iligkilerini belirlemek i¢in kullanilmistir.

Genel olarak izozim elektroforetik sablonlari, anastomoz gruplart ve alt gruplar
arasindaki genetik cesitlilik i¢in iyi birer belirte¢ saglamis ve anastomoz gruplarinin
genetik temelini dogrulamistir. AG 1 igindeki 6 alt grup ve AG 2 igindeki 5 alt grubun
ayrilmasi i¢in 10 enzim sistemi kullanilmigtir. Ancak bilinen AG 1 alt gruplarinin
ayrimi i¢in sadece izozim analizleri yeterli olmamistir. Bu yontem, (Liu ve Sinclair
1992;1993) bir fungal populasyonda sinirli varyasyon goésteren bagimsiz izolatlar
hakkinda bilgi verir ancak belirli allel ve lokuslarin dagilim sikliginin belirlenmesi igin
biiylik bir populasyon gerekmektedir.

izozim profilleri ayn1 zamanda patates tarlarindan izole edilen AG 3 ve AG 9
izolatlarini ayirt etmede kullanilmistir. Ek olarak, izozim bantlanma sablonlariin kiime
analizleri ile AG 3 izolatlarim alt gruplar1 (IIA, IIB, IIC) da birbirinden ayirt edilmistir.
Kanada ve Amerikan izolatlari, Asya ve Avrupa izolatlarindan genetik olarak uzak
olmalarina ragmen bir arada gruplandirilmistir (Laroche ve ark, 1992; Sharon ve ark.,
2006). Bu sonug, Ceresini ve ark. (2002)’nin Kuzey Amerika ve Kanada’daki AG 3
genotipinin Kuzey Carolina’ya enfekte olmus tonumluk patates yumrulariyla gog
ettigini dogrulanustir. izozim fenotipleri BNR’larin genetik olarak farkli 4 ayr1 gruba
ayrildigin1 desteklemektedir (Damaj ve ark., 1993; Sharon ve ark., 2006). Bu gruplar
28S rDNA RFLP sablonlar1 ile belirlenen 7 gruptan 5’1 ile uyumludur (Cubeta ve
ark.,1991; Sharon ve ark., 2006).

Rhizoctonia solani izolatlar1 pektik zimogram olarak tanimlanan pektin
esterazlar ve poligalakturonazlar iirettikleri bilinmektedir. Pektik zimogram analizleri
izozimlerin belirlenmesinde kullanilan yaklagimlardan biridir. Bu yontem AG 8
altguplarinin, ¢igek sogani1 ve tiitlinde patojen olan tarla izolatlarinin ve celtik

tarlalarindaki AG 1-A izolatlarinin ayriminda basarili olmustur (Sharon ve ark., 2006).

2.4.2. Yag Asidi Analizleri

Yag asidi metil esteri bakteri ve mayalarda yakin akraba suslarin ayriminda rutin

olarak kullanilmaktadir. Bu yoOntem, yag asidi metil esteri tiirevlerinin gaz ve sivi
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kromotografisi ve bir bilgisayar program paketi (Microbial Identification System
(MIDI)) kullanilarak teshisi ve analizine dayanir. MIDI yontemiyle MNR anastomoz
gruplarinin karakterizasyonu basartyla kullanilir. AG 2, AG 3, ve AG 4 izolatlarinda alt
grup ayrimi yapilabilmistir. Ancak AG 1’de AGI-IA, AG 1-IB izolatlarindan ayirt
edilemezken, AG 1- IC izolatlar1 onlardan farklidir. Yag asidi metil esteri profilleri
diger molekiiler yontemleri ile birlikte kullanilarak AG 1 yeni alt grubu AG 1-ID
tanimlanmistir (Priyatmojo ve ark., 2001; Sharon ve ark., 2006).

Toplam yag analizleri farkli R. solani AG izolatlarinin karakterizyonunda ve
ayirt edilmesinde kullanilmistir. Ancak bu yontem AG 4 ve AG 7 izolatlarimi ayirt
etmede yeterli olmamistir. Waitea (Rhizoctonia) circinata’ nin ii¢ varyetesinin toplam
yag asidi kiime analizi sonucunda, gruplarin net sekilde ayrimi yapilmistir (Priyatmojo
ve ark., 2002; Sharon ve ark., 2006). Bu yontem MNR’lara ek olarak geltikte patojen
olan BNR’larin teshisinde de kullanilmistir (Sharon ve ark., 2006).

Bu yontemin kullanilmasi sirasinda teknik bazi problemler ortaya ¢ikabilir.
Kiiltiir yast ve sicaklik gibi kiiltiirel kosullarin yag asidi kompozisyonunu etkiledigi
bilinmektedir. Kiiltiirel kosullar ve ekstraksiyon iglemindeki farkliliklar nedeniyle farkli
laboratuarlarda elde edilen sonuglar tutarsiz olabilir. Bu sebeple yag asidi analizlerinde

yontemin standardize edilmesi gerekmektedir (Sharon ve ark., 2006).

2.5. Rhizoctonia Grubu Funguslarin Simiflandirilmasinda Kullamilan

Genetik Yontemler

Morfolojik kriterler dikkate alinarak yapilan siniflandirma, her ne kadar
gecerliligini devam ettirse de, Rhizoctonia tiir kompleksi izolatlarinin ayriminda
yeterince dogru ve kullanislt degildir (Sharon ve ark., 2006).

Anastomoz mekanizmalarinin tam anlasilamamasina ragmen, anastomoz
grubuna dayali siniflandirma Rhizoctonia hastaliklarina sebep olan primer ajanlarin
taninmasinda uygun ve kullanighdir (Liu ve ark., 1995).

Ancak, ayni anastomoz grubundaki izolatlar her zaman ayni (esit) siklikta
anastomoz yapmazlar. Bu durum AG 2 ve AG 4’te mevcuttur (Liu ve ark., 1995). Farkli
anastomoz gruplarina (AG 2, 3, 6, 8) dahil olan bazi izolatlarin da birbiriyle anastomoz

yaptiklar1 gozlenmistir (Liu ve ark., 1995). Buna ilaveten, bazi izolatlarin bilinen
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anastomoz grubunun temsilcileri ile anastomoz yapmadiklar1 gézlenmis ve bu sebeple
tanimlanmis bir AG ve alt grubuna yerlestirilememistir (Liu ve ark., 1995).

Polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) gelistirilmesi ve ardindan farkli rDNA
bolgelerinin amplifikasyonu i¢in primerlerin dizayn1 funguslarla yapilan taksonomik
calismalar1 kolaylastirmis ve hizlandirmistir. Korunmus bolgelerden gelistirilen bu
primerler, bircok fungusta bulunan fragmentlerin amplifikasyonuna izin vermektedir.
Ornegin White ve ark. (1990)’nin dizayn ettigi ITS primerleri farkli funguslardaki ITS
dizilerinin belirlenmesini saglamig ve farkli cinslerin tiirleri arasindaki taksonomik ve
filogenetik iligkilerin belirlenmesinde kullanilmistir (Bridge ve ark.,1998).

Anastomoz gruplar1 arasindaki iligkilerin belirlenmesinde esteraz zimogramlari,
protein elektroforezi, seroloji, DNA-RFLP ve RNA-RNA hibridizasyonu gibi yontemler
kullanilmig fakat cogu basarisiz olmustur (Liu ve ark., 1995). DNA-DNA baz
kompozisyonlar1 ve DNA-DNA hibridizasyonu sonuglar1 bazi farkliliklar igermekle
birlikte anastomoz grubu siniflandirmasi ile kismen uyumludur (Liu ve ark., 1995).
DNA reassociation kinetics, izozim analizleri ve ribozomal DNA haritalama ¢alismalar1
birka¢ anastomoz grubu igerisinde alt gruplarin varligimi gostermistir (Liu ve ark.,
1995). Ancak, bircok anastomoz grubunda izolatlar ve gruplar arasindaki genetik
iliskiler halen anlasilamamustir. Rhizoctonia spp.’nin siiflandirilmasinda kullanilan

cesitli molekiiler yontemler ve bunlarin etkinlikleri Cizelge 2.8’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.8. Rhizoctonia grubu funguslarin smiflandirilmasinda kullanilan gesitli

molekiiler yontemler ve etkinlikleri (Sharon ve ark., 2006)

Yontem Farkh AG Aym AG AG icinde altgruplar  Bireysel
Niikleik Asitler
DNA-DNA hibridizasyonu +++ -+
RFLP
18S, 28S rDNA +++ + +
ITS rtDNA ++ +
AT-zengin DNA + + +++
Tek kopya niiklear DNA + + +++
DNA parmak izi
RAPD +++
AFLP T+
DNA dizileme
18S, 28S rDNA +++ +++ +
ITS rDNA +++ +++ +++
Elektroforetik Karyotipleme + + +
Proteinler
[zozimler 4+
Zimogramlar it
Hiicresel Yag Asitleri +++ + +

Rhizoctonia tiir kompleksi hakkindaki bilginin bu denli yetersiz olusu bu

organizmay1 ¢aligmay1 ve neden oldugu hastaliklarin kontroliinii engellemektedir (Liu

ve ark., 1995). Biyolojisi ve patolojisiyle ilgili yiiriitiilecek caligsmalar i¢in, bu tiir

kompleksinin genetik anlamda net bir tanimlamaya ihtiyaci vardir (Liu ve ark., 1995).

2.5.1. Fungal rDNA Gen Bolgesi

Homolog makro molekiillerin niikleotit ve aminoasit dizisindeki farkliliklar,

evrimsel uzakliklarinin bir sonucudur. Molekiiler dizileme ile evrimsel uzakliklarin

Olciilmesi icin, yapilacak dizileme c¢aligmalarinda dogru molekiiller secilmesi ¢ok

onemlidir (Madigan ve ark., 2003).
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Dogru molekiiler belirtegleri segmek igin bazi kriterler vardir. Oncelikle
kullanilacak molekiil ¢alisma i¢in secilen organizma gruplarinda evrensel olarak yayilis
gostermelidir. Ikinci olarak, islevselligi farkli olan molekiillerin dizi benzerligi
gostermesi beklenemeyeceginden molekiil her organizma icin fonksiyonel olarak
homolog olmalidir. Ugiincii olarak, dizilerin hizalanabilmesi (alignment) i¢in molekiiliin
korunmus dizi bolgeleri icermesi gerekir. Son olarak da, sec¢ilen molekiiliin
organizmadaki evrimsel degisimi bir biitiin olarak yansitmasi gerekir (Madigan ve ark.,
2003).

Protein sentezinin oldukg¢a eski olmasi ve yukaridaki kriterler dikkate alindiginda
organizmalar arasindaki evrimsel iligkiyi ayirt etmede rRNA’ lar miikemmel evrimsel
belirteclerdir. Ribozomal RNA’lar, oldukca biiyiik, fonksiyonel olarak sabit, evrensel
olarak yaygin molekiillerdir ve tiim hiicrelerde niikleotit dizisinin korundugu ¢ok sayida
bolge icerirler ( Madigan ve ark., 2003).

Filogenetik ve taksonomik olarak aydinlatict bu bolgeler, DNA restriksiyon
bolgelerindeki varyasyonlar ve izoenzim polimorfizmleri sebebiyle funguslarda
sistematik caligmalar ve genetik analizler i¢in olduk¢a kullanisli molekiiler belirteglerdir
(Liu ve ark., 1995).

rRNA gen kiimesi hem c¢ekirdekte hem de mitokondride bulunan, oldukc¢a
korunmus degisken bolgelerden meydana gelmektedir (White ve ark., 1990; Cubeta ve
ark., 1996). Mitokondrial rDNA, ¢ekirdek DNA’sindan yaklasik 16 kez daha hizli
evrimlesmektedir ve ara taksonomik seviyedeki filogenetik ¢alismalar i¢in oldukca
kullanighdir (Bridge ve ark., 1998; Cebi Kiligoglu, 2009).

Funguslarda cekirdek rDNA’s1 ardisik tekrarlanan birimler halinde organize
olmustur. AG 4 izolatlarinda her bir haploid genomda tekrarlanan birim sayisinin 59
oldugu belirlenmistir (Vilgalys ve Gonzalez, 1990).

Tekrarlanan her bir birim ii¢ rRNA geni igermektedir. Kiigiik rRNA geni (18S), 5.8S
rRNA geni ve biiyilk TRNA geni (28S) (Sekil 2.27). Bir birim genler ise iki ara
transkripsiyon bolgesi (internal transcribed spacer-ITS1 ve ITS) ile ayrilmaktadir. iki
birim arasinda ise genler arasi bolge (intergenic spacer -IGS) ile ayrilmaktadir. 5 S
rRNA geni ise fungal taksona bagli olarak tekrarlayan birim iginde olabilir veya
olmayabilir (Bridge ve ark., 1998). 5.8S rRNA geni ise funguslarin mitokondriyal
genomunda bulunmaz. Korunmus olan diziler biiyiik alt birim (LSU) ve kiigiik alt birim

(SSU) genlerinde bulunmaktadir. 18S rDNA gen bolgesi nispeten daha yavas evrim
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gecirmektedir ve 6zelikle uzak akraba organizmalarin karsilastirilmasinda kullanishdir.
Kodlanmayan bolgeler olan ITS ve IGS ise, daha hizli evrim gegirir ve bir tiir icindeki
izolatlarin ya da bir cins i¢indeki fungal tiirlerin karsilastiriimasinda kullanilabilir. 28S
rDNA’nin bazi bolgeleri ise tiirler arasinda degiskenlik gosterebilmektedir (Lee ve

Taylor, 1992; Bridge, 1998; Cebi Kilicoglu ve Ozkog, 2008)

T8 T8 168
18 58 25 3

Sekil 2.26. Funguslarda ribozomal DNA gen bdlgesi (Salazar ve ark., 2000)

18S rDNA, evrimsel olarak ITS- 5.8S rDNA bolgelerinden daha korunmus
olmasi sebebiyle, bu fungal gruptaki genetik ¢esitliligin anlasilmasi i¢in 6nemli bir bilgi

kaynagidir (Sekil 2.27)(Liu ve ark., 1995).

NS1 NS3 .
NSa ! NSb |
NS4 NS8
NTS ITSa
— 18 SrDNA

Sekil 2.27. 18S rRNA gen bolgesinin sematik gosterimi (Liu ve ark., 1995)

2.5.2. Elektroforetik Karyotipleme

Pulsed field jel elektroforezi (PFGE) ¢ok biiyiikk DNA fragmentlerinin (12 Mb’a
kadar) ayrilmasimmi saglayan bir yontemdir. PFGE uygulamasi fungal genomik
arastirmalar icin giiclii bir yontem olup agaroz jel {lizerinde kromozomal DNA’nin
ayrilmasmi saglamaktadir. ilk olarak Saccharomyces cerevisiae kromozomlarmi
ayirmak i¢in kullanilmis, daha sonra Rhizoctonia spp.’de dahil olmak iizere bir¢ok
fungusta kullanilmistir. Sharon ve ark. (2006)’nin bildirdigine gore, ilk kromozom

sayisi tahmini ve bir AG 4 izolatinin genom biiyiikligii Wako ve ark. tarafindan
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1991°de rapor edilmistir. Bu ¢alismada, toplam genomun 11Mb. biiyiikliigiinde oldugu
ve 0.8-3.8 Mb. biiyiikliiklerinde 6 kromozoma sahip oldugu bildirilmistir. Bir diger
calisma ise Keijer ve ark. (1996) tarafindan yapilmis ve MNR izolatlarinin (AG 2-1, 3
ve 4) karyotipleri arasinda onemli derecede bir varyasyon oldugu ve en az 11
kromozoma sahip olduklari rapor edilmistir. Kromozom biiytikliiklerinin 0.6 ile 6 Mb
arasinda degistigi ve Olgiilebilen genom biiyiikliigiiniin ise 37-46 Mb oldugu
bildirilmistir. Karyotip ve anastomoz gruplar1 arasinda kesin bir korelasyon yoktur.
Karyotip varyasyonu funguslarin fenotipik varyasyonlar1 seklinde ortaya cikar ve
genelikle bir anastomoz grubu igindeki cesitlilik anastomoz gruplar1 arasindaki
cesitlilikten daha azdir. Krozomlardaki yeniden diizenlenmeler 6rnegin insersiyon (6rn.
hareketli elementler ile), delesyonlar, duplikasyonlar, translokasyonlar ve B
kromozomlarmin varligi R. solani’deki karyotip varyasyonunun kaynagi olarak
diisiiniilebilir (Sharon ve ark., 2006).

Geleneksel sitolojik ¢alismalar ise R. solani’de 6 kromozom oldugunu
gostermistir. Isik  mikroskonu kullanilarak yapilan geleneksel sitoloji, fungal
kromozomun kiigiik olmas1 ve boyamadan kaynakli olarak yanlis sonuglar verebilir. Bu
da ayn1 fungus i¢in kromozom sayisinin PFGE ile belirlenen sayidan daha az olmasina
neden olabilir. PFGE metodunda ise, biiyilkk kromozomlarin (yaklasik <6Mb)
¢Oziiniirliigiinde sinirh kalmasi ve esit biiylikliikkteki kromozomlarin birlikte hareket

etmesi ile kromozom sayisinda hatalara yol acar.

2.5.3. RAPD (Rastgele Amplifiye Olmus Polimorfik DNA)

Rastgele Amplifiye Olmus Polimorfik DNA (RAPD) analizi, genom boyunca
rastgele dagilim gosteren DNA segmentlerinin amplifikasyonu i¢in keyfi olarak segilen
dizilerin tek zincirli kisa oligoniikleotit primerlerinin kullanimi esasina dayanmaktadir.
Hizli ve basit bir tekniktir ve analiz edilecek genom hakkinda bilgi sahibi olmayi
gerektirmez. RAPD markorleri genetik harita yapimi, populasyon genetik yapisinin
analizi, bireysel parmak izi (fingerprint) ve genomun belirli bolgelerini hedef alan
markdrlerin iiretimi ¢aligmalarinda basarili bir sekilde kullanilmistir (Sharon ve ark.,
2006).

Rastgele Amplifiye Olmus Polimorfik DNA yontemi kullanilarak, R. solani’nin
birka¢ AG’nun (AG 1, AG 2, AG 3, AG 8 ve AG 9), genomik fingerprinti i¢in yeni
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genetik markorler basariyla elde edilmistir (Tommerup ve ark., 1995; Yang ve ark.
1995, 1996; Bounou ve ark., 1999; Toda ve ark., 1998, 2004; Pascual ve ark., 2000). Bu
yontem ayn1 zamanda BNR AG D (Nicolson ve Parry, 1996), UNR (Lilja ve ark., 1996)
ve Rhizoctonia endofitlerinin (Shan ve ark., 2002) genetik iligkilerinin belirlenmesi
amaciyla da kullanilmistir.

RAPD-PCR metodu kullanilarak Avustralya ve Japonya’dan izole edilen MNR
AG 1 ve AG 8 izolatlar1 ile yapilan ¢alisma sonucunda, ayni1 cografik bolge izolatlari
arasinda dahi yiiksek polimorfizm oldugu, farkli cografik bolgelerden elde edilen
izolatlarin ise farkli oldugu gosterilmistir (Duncan ve ark.,1993).

RAPD aynmi zamanda MNR izolatlarinin hizli tiplendirmesi i¢in de oldukga
kullanigh bir yontemdir.

RAPD oldukca kolay bir yontemdir. Ancak standart reaksiyon kosullar
uygulanan farklt laboratuvarlardan elde edilen sonuglar RAPD sablonlarinin

olusturulmasi ve giivenilirligi bakimindan farkli olabilir (Sharon ve ark., 2006).

2.5.4. AFLP (Amplifiye Olmus Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi)

Amplifiye Olmus Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi (AFLP), kokeni veya
karmagiklik derecesine bakilmaksizin DNA i¢in yeni ve gilicli bir parmak izi
yontemidir. Toplam genomik DNA’nin kesilmesiyle elde edilen restriksiyon
fragmentlerinin PCR ile ¢ogaltilmasi esasina dayanir. Tipik olarak 50-100 kadar
restriksiyon fragmenti ¢ogaltilarak denature poliakrilamid jeller iizerinde gozlenir.
AFLP ¢ok sayida lokusun tek bir reaksiyonla goriintiilenmesi agisindan oldukca
kullanigh bir yontemdir.

Son zamanlarda AFLP yontemi sadece Ceresini ve ark. (2002) tarafindan Kuzey
Carolina’da AG 3 alt gruplarinin (PT ve TB) genetik cesitliligini degerlendirmek i¢in
kullanilmigtir. 32 PT izolatinin her biri ayr1 AFLP fenotipine sahipken, 36 TB izolati
arasinda 28 AFLP fenotipi oldugu belirlenmistir. Her bir patojenin biyoloji, ekoloji ve
epidemiyolojisi hakkinda Onceki bilgiler esas alinarak TB populasyonlarinin PT
populasyonlarina gore genetik ¢esitliliginin daha fazla oldugu hipotezi 6ne stiriilmiistiir.
Ancak bu c¢alisma, hipotezi reddetmektedir. Ciinkii TB izolatlar1 PT izolatlarina gore

daha az sayida AFLP fenotipine ve somatik olarak uyumlu gruba sahiptir.
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AFLP markoérlerinin dezavantaji ise, allellerin kolay sekilde belirlenememesidir.
Allelik fragmentler gercekte 0yle olmamasina ragmen, tahminlerin iizerinde varyasyona

izin verecegi i¢in, bagimsiz olarak degerlendirilirler.

2.5.5. RFLP (Restriksiyon Fragmentlerinin Uzunluk Polimorfizmi)

Analizleri

Restriksiyon Fragmentlerinin Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) Parmak izi
analizleri, funguslarda olduk¢a yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. RAPD
yontemine gore daha giivenilirdir ancak teknik olarak daha zahmetlidir. RFLP analizleri
klonlama gerektirir. Buna ilaveten, her bir izolat i¢cin southern blot, prob isaretleme ve
nispeten daha biiylik miktarlarda DNA gerektirir.

Multilokus RFLP yontemi homozigot ve heterozigot ayrimi yapilarak izolat
genotiplerinin belirlenmesini saglamaktadir. Tek lokus RFLP analizleri ise Rhizoctonia

spp. populasyon genetigi ¢aligmalari icin muhtemelen 6nemli bir yontem degildir.

2.5.6. AT-rich RFLP (AT’ ce zengin bolgelerin RFLP analizleri)

Total DNA’nin Haelll restriksiyon endoniikleaz enzimiyle kesilmesi yontemidir.
Bu enzim c¢ekirdek DNA’sm1 1 kb’dan kiiclik fragmentlere ayirmaktadir. Aslinda
adenin ve timin bazlar1 yoniinden zengin DNA daha az siklikta kesilir. Boylece farkli
bliytikliikte molekiil agirligina sahip DNA bantlar1 olusur.

Farkli MNR AG’larina ait izolatlardan farkli AT-DNA RFLP sablonlari
olusturulmustur. Ancak farkli iilkelerden izole edilen AG 1-IA izolatlarinda diisiik
seviyede degisiklik oldugu belirlenmistir. Baska bir ¢aligmada ise ayni tarla izolatlari
sadece bir tip RFLP sablonu olusturmus, fakat bunlari SSR-PCR’larinin (single
sequence repeat) farkli olmasi izolatlarin bir klon olmadiklarin1 gostermistir.

Bu sonuglara gore AT-rich DNA RFLP, farkli MNR AG’larinin ¢aligilmasi igin
uygun bir yontemdir ancak farkli cografik bolgelerden izole edilen izolatlar veya

gruplarin ayrimini yapmak i¢in yeterince duyarli degildir (Sharon ve ark., 2006).
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2.5.7. DNA-DNA Hibridizasyonu

Rhizoctonia solani’ nin genom biiyiikliigiiniin yaklasik olarak 28-46 Mb oldugu
tahmin edilmektedir ve tekrarlayan diziler genomda oldukga kii¢iik bir yer kaplar (%8-
%17) (Kuninaga, 1996; Sharon ve ark., 2006). Funguslarin genomlar1 yiiksek
bitkilerinkine gore oldukea kiigiiktlir ve bu ylizden DNA hibridizasyon c¢aligmalari i¢in
olduk¢a  uygundurlar.  R.solani’de =~ DNA-DNA  hibridizasyon  ¢aligmalari
spektrofotometrik veya izotopik analizler kullanilarak 1980’lerin ortalarinda yapilmistir
(Kuninaga ve Yokosawa, 1985; Vilgalys, 1988; Sharon ve ark., 2006). Bu yontem
kullanilarak anastomoz gruplamasinin R.solani’ deki genomik DNA benzerliklerinin en
iyl goOstergesi olabilecegi dogrulanmistir. Ayni anastomoz grubu igindeki DNA
benzerliginin % 80’ den biiyiik, farkli AG’ lar1 arasindaki DNA benzerliginin ise %30’
dan kii¢lik oldugu belirlenmistir (Carling ve Kuninaga, 1990; Kuninaga, 1996).

Bu yontemin R. solani’deki AG’larmin farkli birer biyolojik tiir olarak
belirlenmesi i¢in uygun bir yontem olabilecegi belirtilmistir. Ancak anastomoz gruplari
arasindaki diislik hibridizasyon seviyeleri sebebiyle, AG arasindaki hiyerarsi DNA

hibridizasyon degerleriyle ¢6ziimlenememektedir.

2.5.8. Ribozomal RNA Genlerinin Analizi

Son yillarda gen bankalarinda saklanan diziler ve mevcut PCR primer setleri
kullanim1 Rhizoctonia spp. ve diger funguslarla yapilan karsilastirmali ¢alismalari

oldukea kolaylastirmis ve calismalar daha ¢ok rDNA iizerine odaklanmistir.

2.5.8.1. rDNA RFLP

Bu yontem PCR ile ¢ogaltilan rDNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi,
elde edilen DNA fragmentlerinin jel elektroforezi yapilarak biiyiikliiklerine gore
ayrilmast ve RFLP sablonlar1 ile karsilagtirilmasi esasina dayanmaktadir (Sharon ve
ark., 2006).

Polimeraz zincir reaksiyonu temelli rDNA RFLP, ilk olarak BNR’larin 28S
rDNA’s1 i¢in kullanilmig (Cubeta ve ark.,1991), sonrasinda ise MNR’larin rtDNA ITS
bolgesine uygulanmistir Liu ve Sinclair, 1992; Liu ve ark., 1993). Her iki rDNA bolgesi
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kullanilarak yapilan RFLP g¢alismalar1t MNR ve BNR'’lar i¢in olduk¢a onemlidir. Bu
caligmalar klasik anastomoz grup kavramimi genetik olarak destekler niteliktedir.
Ancak, ayni anastomoz grubu icindeki izolatlar tahmin edilenden daha fazla genetik
varyasyon gostermektedir. Bu polimorfizm, anastomoz gruplar iginde yeni alt gruplar
(AG 2-3 ve AG 1-ID olusturulmasini saglamistir (Kanematsu ve Naito, 1995;
Prijatmojo ve ark., 2001). Benzer sekilde rDNA-ITS bdlgeleri kullanilarak yapilan
RFLP analizleri ile BNR AG D iki alt gruba (AG D(I) ve AG D (II)) ayrilmistir (Toda
ve ark., 1999).

ITS bolgesininin RFLP analizleri MNR AG 1 igerisinde en az 6 alt grup, AG 2
igerisinde ise 5 alt grup oldugu 6ne siiriilmiis (Liu ve Sinclair, 1992; 1993), sonraki bir
calisma ile AG 2 igindeki grup sayist 4 olarak belirlenmigtir. ITS restriksiyon
fenotiplerinin karmasiklign BNR AG 1 iginde gosterilmistir. Sadece bantlanma
sablonlar1 temel alinarak AG 1 igindeki iligkileri belirlemek hatali {iriin
degerlendirilmesine ve sonucta yanlis tartismalara neden olabilir (Sharon ve ark., 2006).

28S rDNA RFLP calismalart BNR AG (Ba, C, D, F, H, I, J ve K)’larinin
karakterizasyonunda oldukc¢a etkili olmustur. Ancak AG J izolatlar1 kanca yapisina
sahip olmasi nedeniyle Rhizoctonia spp.” den ¢ikarilmistir (Cubeta ve ark., 1991). 28S
rDNA RFLP c¢alismalan ile, AG A, AG G, AG I, AG J ve AG Q’da restriksiyon
sablonlarinda grup i¢i varyasyonlar oldugu gozlenmistir (Mazzola, 1997; Martin, 2000).

2.5.8.2. rDNA Dizi Analizleri

rDNA dizi analizleri 1990’11 yillarin ortalarindan itibaren Rhizoctonia tiirlerinin
ayriminda kullanilmaya baslanmistir (Boysen ve ark., 1996; Kuninaga ve ark., 1997,
Johanson ve ark., 1998; Salazar ve ark., 1999; 2000; Kuninaga ve ark., 2000a,b; Pope
ve Carter, 2001; Carling ve ark., 2002; Toda ve ark., 2004).

Son yillarda, rDNA dizi analizi yontemi Rhizoctonia tiirleri arasindaki
taksonomik ve filogenetik iligkilerin anlagilmasi i¢in en dogru yol olarak goriilmektedir
(Sharon ve ark., 2000).

Rhizoctonia solani izolatlarinda 5.8S bolgesinde bazi BNR AG izolatlarinda
varyasyonlar goriilse dahi, genel olarak korunmus oldugu bulunmustur (Kuninaga,

1997). Diger taraftan, farkli AG’ lar1 ve alt gruplar arasinda ITS1 ve ITS2 bolgelerinin
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niikleotit dizileri yiiksek Olgede farklilik gostermektedir (Kuninaga, 1997; Kuninaga,
2002).

R. solani AG’lar1 arasindaki genetik iligkiler Kuninaga ve ark. (1997) tarafindan
kapsamli olarak ¢alisilmistir. ITS dizilerinde %96’dan daha fazla benzerlik yiizdesi ayni
AG alt grup iginde oldugunu kanitlarken, bu oran bir AG igindeki farkli altgruplar igin
%66-100 ve farkli AG’ lar1 i¢in ise %55-96’dir.

AG 2 olduk¢a heterojen bir gruptur ve morfoloji, besin ihtiyact ve hifal
anastomoz sikliklar1 dikkate alinarak alt gruplara ayrilmistir. 2-1, 2-2I1IB, 2-2IV, 2-
2LP, 2-3, 2-4 ve 2 Bl halen AG 2 igerisine dahil edilmektedir (Carling ve ark.,2002). Bu
alt gruplandirma ITS dizi analizi verileri ile de uyumludur (Salazar ve ark.,1999, 2000;
Carling ve ark., 2002).

Benzer olarak, rDNA ITS dizi analizleri AG 1, AG 3, AG 4 ve AG 6 igindeki alt
gruplandirmay1 da dogrulamaktadir (Boysen, 1996; Kuninaga ve ark., 1997, 2000; Pope
ve Carter, 2001).

AG 6 ve AG 12 mikorizal izolatlar1 ise fonksiyonel benzerliklerine ragmen
agacta farkli kiimelerde bulunmaktadir. Bu AG’lari muhtemelen ayr1 evrimsel
gecmislere sahiptir. Ek olarak, Kuzey yarimkiireden izole edilen AG 6 izolatlarinin
Giiney yarimkiireden izole edilen AG 6 izolatlarindan farkli oldugu goriilmiistiir. Bu da
farklt cografik bolge izolatlarinin gelisiminin bagimsiz oldugunu gdstermektedir

(Sharon ve ark., 2006).

2.6. Filogenetik Degerlendirme

Gilinlimiizde hizalanmig protein ve niikleik asit dizilerinin filogenisini
olusturmak i¢in dort temel yontem kullanilmaktadir:
1- Distance (Neighbour Joining (NJ) ve Unweighted Pair Group Method with
Aritmethic Mean (UPGMA))
2- Maksimum Parsimoni (MP)
3- Maksimum (ML)
4- Bayesian
Bu yontemlerin higbiri tiim durumlar icin en iyi yontem degildir. Yontem se¢imi, ne
ogrenmek istediginize, veri setinizin biiyiikliigline ve karmasikligina bagl olarak

degismektedir
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Agac olusturmada tree-searching ve algoritmik olmak iizere iki temel yaklasim
vardir. Algoritmik yaklasimda aga¢ olusturmak icin bir algoritma kullanilir. Tree-
searching yaklasimi ise, oncelikle ¢ok sayida agac¢ olusturur ve sonra da bazi kriterler
kullanarak en iyi aga¢ veya agaglar1 belirler (Hall, 2004).

Parsimoniye gore tercih edilen agag, olusan evrimsel degismenin toplam
miktarin1 en aza indirgeyen agactir. En tutumlu agaclarin giivenilirlik dereceleri
istatistiksel olarak degerlendirilir. Se¢- bagla testi (bootstrapping), bu degerlendirme
yaklagimlarindan biridir. Bu testte bilgisayar mevcut veri setinden tekrarli 6rneklemeler
yaparak yeni bir veri seti olusturur. Test sonucunda bir dal ne kadar ¢ok agiga ¢ikarsa,

bu dalin gergekten var oldugu konusundaki giivenilirlik artmaktadir.



49

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu c¢aligmada materyal olarak diinyanin farkli bolgelerinden 36 temsilci izolati
ve daha onceki ¢alismalarda Tiirkiye (Samsun ve Zonguldak)’dan izole edilmis 9 olmak
iizere, 45 multiniikleat ve biniikleat Rhizoctonia izolatlar1 kullanilmistir. izolatlarin

kokenleri ve kodlar Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Kullanilan Rhizoctonia spp. izolatlar1 ve kokenleri

AG IZOLAT KODU COGRAFi KAYNAK  TANIMLAYAN
ARASTIRICI

1-IA” CS-Ka Japonya A.Ogoshi

1-1B” Bakacak2a Samsun, Tiirkiye C.T.Giirkanlh

1-IB B-19 Japonya A.Ogoshi

1-IC” BV-7 Japonya A.Ogoshi

2-1" PS-4 Japonya A.Ogoshi

2-1" Rhz-104 Samsun, Tiirkiye C.T.Gilirkanh

2-211IB° IFO-30943 Japonya

2-2111B C-96 Japonya A.Ogoshi

221V 92155

2-21V RI- 64 Japonya A.Ogoshi

2BI' ST-2-4

3" ST11-6 Japonya A.Ogoshi

4HGI Yarbas1 Samsun, Tiirkiye C.T.Glirkanh

4HGT" ZGbey62 Zonguldak, Tiirkiye M.C.Kiligoglu

4HGII RH-K5 Japonya A.Ogoshi

AHGIT Calman 1(a) Samsun, Tiirkiye C.T.Giirkanli

5" GM-10 Japonya A.Ogoshi

6HGI" OHTI-1 Japonya A.Ogoshi

6 GV NKN2-1 Japonya A.Ogoshi

7 HO1556 Japonya A.Ogoshi

8" JW-92 Japonya

9TX

10°

1 Roth 26

12" Wda Avustralya

13" Hud 2-1 Amerika

A TkTb43 Samsun, Tiirkiye C.T.Giirkanh

A AlTb19 Samsun, Tiirkiye C.T.Giirkanl

A TkTb5 Samsun, Tiirkiye C.T.Giirkanlh

Ba' C-484 Japonya A.Ogoshi

Bb’ C-455 Japonya A.Ogoshi

Bo’ STR-2 Japonya A.Ogoshi

c AO-1-2

D’ W-12 Japonya A.Ogoshi

Fa' CrTb9 Samsun, Tiirkiye C.T.Giirkanl

Fa P517

Fb’ OmTbl6 Samsun, Tiirkiye C.T.Giirkanh

G AH-9 Japonya A.Ogoshi

H STC-9 Japonya A.Ogoshi

I AV-2 Japonya A.Ogoshi

K’ AC-1 Japonya A.Ogoshi

o} FPO-2-24 Japonya A.Ogoshi

Q C-620 Japonya A.Ogoshi

R’ TC-2

g*

“[saretli izolatlar filogenetik analizlerde kullamlan izolatlardir. Diger izolatlara ait
diziler DNASp V.5 kullanilarak yapilan haplotip sekans analizi sonucunda veri
setinden ¢ikarilmistir.
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3.2. Yontem
3.2.1. lizolatlarin aktiflestirilmesi
3.2.1.1. Kullanilan Besi Ortamlar

Tiipte yulaf tohumlarinda ve yatik PDA (patates dekstroz agar) kiiltiirlerinde
stoklanmig olan Rhizoctonia izolatlarinin aktiflestirilmesinde asitli su agari ve hazir

PDA (Oxoid) besi ortamlar1 kullanildi.

Asitlestirilmis Su Agarimin Hazirlanisi

Agar agar (Merck) 20g

ddH,O 1000 ml

% 10’luk laktik asit ¢ozeltisi 3 ml

Onerilen miktarda agar hassas terazide (Precisa XB220 A) tartilarak toplam
hacim 1000 ml olacak sekilde saf suda ¢ozildii ve 121°C’de 20 dk otoklavda (Niive
OT4060) steril edildi. Sterilizasyon sonrasinda besi yerinin sicaklizi 50 C’ye
diisiirtiriildiikten sonra laktik asit ¢ozeltisi ilave edildi. Besi yeri steril kabin icerisinde
(LNO090) petrilere aktarildi ve diiz bir zemin {izerinde sogumaya birakilarak

katilagmalar1 saglandi (Ogoshi ve ark., 1990).

Patates Dekstroz Agar (PDA) Besiyerini Hazirlanisi

Patates Dekstroz Agar (Oxoid) 39 g

ddH,O 1000 ml

Onerilen miktarda PDA hassas terazide (Precisa XB220 A) tartilarak 1 litre saf
su igerisinde ¢oziildii ve 121°C’de 20 dk otoklavda (Niive OT4060) steril edildi.
Sterilizasyon isleminden sonra 50 C’ye kadar sogutulan besiyerleri steril kabin

icerisinde (LN090) petrilere aktarildi ve diiz bir zemin iizerinde sogumaya birakildi.
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3.2.1.2. Stok Kiiltiirlerin Besi Ortamlarina Aktarilmasi

Kiiltiirlerin aktiflestirilmesi i¢in tlip icerisinde yulaf tohumlarindan ve yatik
PDA’ da bulunan 6nceden hazirlanan ve bir giin bekletilen asitlestirilmis su agar1 ve

patates dekstroz agar besi ortamlarina aktarildu.

3.2.2. DNA izolasyonu i¢cin Kuru Misel Elde Edilmesi

Izolatlarin kuru misellerinin elde edilmesi igin 6ncelikle PDB (patates destroz
broth) besiyeri hazirlandi.

Patates Dekstroz Broth (Acumedia) 24 ¢

ddH,O 1000 ml

Toz haldeki besiyeri 1 litre ddH,O i¢inde ¢oziildii ve her birinde 40 ml hacimde
olacak sekilde erlenlere aktarildi. Erlenler pamuk yardimiyla kapatilip aliiminyum folyo
ile sarildiktan sonra 121°C’de 20 dakika boyunca otoklavda steril edildi. Rhizoctonia
spp.’den DNA izolasyonu yapmak icin PDA ortamina aktarilip birka¢ giin gelismeye
birakilan izolatlar daha sonra PDB ortamina asilandi ve erlenlerin etrafi aliiminyum
folyo ile sarilarak calkalayicili su banyosunda 7-10 giin siireyle inkiibe edildi. (Pascual
ve ark., 2000).

S1v1 besiyerinde gelisen mantar miseli steril pens yardimiyla i¢inde katlanmig
halde steril kurutma kagitlar1 bulunan petriye nakledildi. Bu sekilde ii¢ adet petri
kullanilarak mantar miseli kurutma kagitlar1 arasinda iyice kurutuldu. Elde elden mantar
miseli steril bir pens yardimiyla steril havan i¢ine transfer edildi. Daha sonra siv1 azot
kullanarak toz haline gelinceye kadar ezilen miseller, 1.5 ml’lik steril ependorflarda

-50°C’de DNA izolasyonu yapilana kadar sakland.

3.2.3. DNA izolasyonu

Kuru misel seklinde saklanan izolatlarin DNA izolasyonlart Qiagen DNeasy

Plant Mini Kit kullanilarak gerceklestirildi. izolasyonda, kit i¢in Onerilen prosediir
optimize edilerek uygulandi.

1- 40 mg. kuru misel hassas terazi kullanilarak tartildi ve steril havan

ierisine yerlestirildi. Uzerine 400 ul ekstraksiyon tamponu (Buffer AP1)
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eklenerek tortu kalmayacak sekilde iyice ezildi. Elde edilen karisim
ependorfa aktarilarak 4 pl RNase stok soliisyonu ilave edildi ve
vortekslendi.

Karisim 65°C” de 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresince 2-3 kez ters
yiiz edilerek karistirildi.

Karigima 130 pl tampon AP2 eklendi, vortekslendi ve 5 dk. buz iizerinde
bekletildi.

Karigim 5 dk 14000 rpm’ de santrifiijlendi.

Karisim mikropipet yardimiyla QIAshredder Mini Spin Colunm igerisine
aktarildi ve 14000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi.

QIAshredder Mini Spin Colunm’un alt kisminda toplanan supernatant
yeni bir ependorfa aktarildi.

Hacminin 1.5 kati kadar tampon AP3/E karigima eklendi ve pipetleme
yaparak karistirildi..

Elde edilen ¢ozeltiden 650 pl pipetle alinarak DNeasy Spin Column’ a
aktarildi.

8000 rpm’ de 1 dk santrifiijlendi ve altta kalan kisim atildi.

10-Kalan 6rnekle DNeasy Spin Column’a aktarilarak 8000 rpm’de santrifiij

11-

edildi. Altta kalan kisim ve ependorf atildi.
DNeasy Spin Column yeni bir ependorfa yerlestirildi. 500 pl tampon AW
eklendi ve 8000 rpm’de 1 dk. santrifiijlendi. Altta kalan kisim atild1.

12-500 pl. tampon AW eklendi ve 14000 rpm.” de 2 dk santrifiijlendi.

13-

Cozelti 14000 rpm’de 1 dk daha santrifiijlendi.

14-DNeasy Spin Column yeni bir ependorfa aktarildi ve DNeasy membranin

15-

tam lzerine gelecek sekilde 100 pl tampon AE pipetlendi. 5 dk oda
sicakliginda (15-25°C) inkiibe edildi ve sonra 8000 rpm.” de 1 dk.
santrifiijlendi.

Baska bir ependorf kullanilarak 14. adim tekrarlandi. Bu adimda 25 pl
tampon AE pipetlendi.

Bu islemler sonunda her bir izolat i¢in iki ayr1 eppendorfta elde edilen DNA

ornekleri buzdolabinda -20°C’de saklandi.
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3.2.4. Agaroz Jel Elektroforez

Izole edilen DNA’larm varhgini dogrulamak igin agaroz jel elektroforez
(Maxfill HU13, HU6) kullanild1. Elektroforez islemi %1°lik agaroz (Ambresco) jel
kullanilarak yapildi. Jel hazirlanirken 10X Tris-Borik asit-EDTA (TBE) stoktan elde
edilen 1X TBE tamponu kullanildi. Bu islem i¢in kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi

asagida verilmistir.

10 X TBE Tampon
Trizma base 108 g
Borikasit (Merck) 55g
0.5M EDTA (pH:8) 40 ml
ddH,O 1000 ml

Belirtilen kimyasallar hassas terazide tartilarak. toplam hacim 1000 ml olacak
sekilde saf suda coziiliip kapakli cam sisede 121°C’de 20 dk otoklavda steril edildi ve
oda sicakliginda saklandi (Maniatis ve ark., 1982).

1 X TBE Tampon
10 X TBE tamponu 100 ml
ddH,O 900 ml
1/10 oraninda sulandirilan ¢o6zelti 1000 ml’lik cam sise igerisinde oda
sicakliginda muhafaza edildi.
1 g agaroz, 100 ml 1X TBE tamponu i¢inde berrak bir goriintii elde edinceye
kadar mikrodalga firinda 1sitilip sicaklik 50°C’ye diisiince tarakli elektroforez tablasina
dokiildiikten sonra, sogumaya birakildi. Jel soguduktan sonra i¢cinde 1X TBE tamponu

bulunan elektroforez set igine yerlestirilip taraklar ¢ikarildi.



55

DNA 6rneklerinin yiiklenmesi:

DNA 6rnegi 3 ml
6X yiikleme tamponu %0.25 ksilensiyanol
%0.25 bromfenol mavisi 1 ml
%40 siikroz)
ddH,O 2ml

olacak sekilde karistm hazirlandiktan sonra bu karisim jeldeki oyuklara

yiiklenerek 80 voltta 30 dk yiiriitiildii (Sambrook ve Russell, 2001).

Ethidium Bromide (10 mg/ml stok)

Ethidium Bromide (Sigma) lg

ddH,O 100 ml

100 ml’lik kapakli cam sise igerisine 1 g ethidium bromide ve 100 ml ddH,O
ilave edilerek manyetik karistiricida birkac saat karistirildi. Sisenin etrafi aliiminyum

folyo ile 15181 gegirmeyecek sekilde sarilarak +4 C’de saklandi.

3.2.5. DNA’nin Agaroz Jelde Gozlenmesi

Ceker ocak icine yerlestirilen kiivete 500 ml saf su ve 80 pl ethidium bromid
ilave edildi. Agaroz jel bu kiivet icine yerlestirilerek 20 dk boyandiktan sonra saf suda
10 dk bekletildi ve boyanan DNA bantlar1 goriintiileme sisteminde (Syngene Gene

Genius Bio imaging system) fotograflandi.

3.2.6. 18S rDNA Bolgesinin Polimeraz ZincirReaksiyonu (PCR)

Multinukleat ve Binukleat Rhizoctonia izolatlarindan farkli anostomoz gruplarini
temsil eden izolatlarin DNA orneklerinin 18S’i kodlayan DNA bdlgesinin
amplifikasyonu i¢in dort primer (NS1, NS3, NS4 ve NS8) kullanildi (White ve ark.,
1990; Liu ve ark., 1995).

Polimeraz zincir reaksiyon islemleri 0.2 ml’lik PCR tiiplerinde Thermal Cycler
(Primus 25) da yapildi. Stok soliisyonlar kontaminasyon riskini azaltmak amaciyla

kiigiik miktarlarda (25-100 pl) steril ependorflara boliinerek kullanilana kadar -20 C’de
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saklandi. 18S rDNA bdlgesinin ¢ogaltilmasi i¢in iki ayr1 reaksiyon programi (NS1-NS4
ve NS3-NS8) olusturuldu.

e dNTP karisimi (her biri 25 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP)
e primer NS1 (GTAGTCATATGCTTGTCTC)

e primer NS3 (GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC)

e primer NS4 (CTTCCGTCAATTCCTTTAAG)

e primer NS8 (TCCGCAGGTTCACCTACGGA)

e 10X Taq tampon (Fermentas)

MgCl, (Fermentas)

buz iizerinde ¢oziildii ve vortekslendi. Reaksiyon hazirlama silireci buz iizerinde
gerceklestirildi. Taq DNA polimeraz (Fermentas) ise enzim ekleme agamasina kadar
-20 °C’ de tutulmaya devam edildi. Bir 6rnek i¢in PCR reaksiyonunun toplam hacmi 50

ul olacak sekilde belirlendi. PCR reaksiyon karigim Cizelge 3.2°deki gibi hazirlandi.

Cizelge 3.2. PCR reaksiyon karigimi

Cozelti Reaksiyon Negatif
Tiipii Kontrol
10X PCR tampon Sul Sul
MgClI, (1.5 mM) 3ul 3ul
dNTP karigimi (2.5 mM) 1,5 ul 1,5 pl
Primer 1 (20 pmol) 1,5 ul 1,5 ul
Primer 2 (20 pmol) 1,5 pl 1,5 pl
Kalip DNA 3ul B
ddH,0O 34,15 ul 37,15 ul
Taq polimeraz (5U) 0,35 ul 0,35 ul
Toplam hacim 50 ul 50 ul

Master mix hazirlamak icin reaksiyonda kullanilacak malzemeler Taq DNA
polimeraz ve kalip DNA hari¢ 6rnek sayisinca artirilarak 1.5 ml’lik sogutulmus steril
ependorf igerisine buz lizerinde transfer edildi. Hazirlanan master mix vortekslendi ve

buz iizerinde bekletilerek her bir PCR tiipline bu karisimdan 47 pl ilave edildi. Bu
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islemi takiben her bir PCR tiipiine ilgili kalip DNA ve en son olarak da Taq polimeraz
eklenerek vortekslendi. Negatif kontrol diger tiiplerden farkli olarak kalip DNA
icermeyecek sekilde hazirlandi. Bu islemleri takiben hazirlanan PCR tiipleri fazla
bekletilmeden PCR programlarin uygulamasi i¢in Thermal cycler’a yerlestirildi.

Kullanilan PCR programlari Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4 te verilmistir.

Cizelge 3.3. NS1-NS4 icin PCR programi

95°C 3 dk =>Baglangi¢ denatiirasyonu

94°C 1 dk DNA denatiirasyonu

51°C 1 dk Primerlerin baglanmasi 40 dongl
72°C 2 dk Uzama ve amplifikasyon

72°C 5dk ©—>Son sentez

Cizelge 3.4. NS3-NS8 icin PCR programi

95°C 3 dk —>Baslangi¢ denatiirasyonu

94°C 1 dk DNA denatiirasyonu

60°C 1 dk Primerlerin baglanmasi 40 dongii
72°C 2 dk Uzama ve amplifikasyon

72°C 10 dk —> Son sentez

3.2.7. 18S rDNA Dizileme

Rhizoctonia spp. 18S gen bolgesi Primer NS1 (GTAGTCATATGCTTGTCTC),
primer NS3 (GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCOQ), primer NS4
(CTTCCGTCAATTCCTTTAAG) ve primer NS8 (TCCGCAGGTTCACCTACGGA)
primerleri kullanilarak Thermal Cycler’da amplifiye edildi. Her bir 6rnege ait 3 pl
amplifikasyon triinii %1°lik agaroz jelde (30 ml 1X TBE tampon, 0.3 g agaroz) DNA
marker ile birlikte 100 voltta 30 dakika yiiriitiilerek goriintiileme sisteminde iiriin varligi
kontrol edildi. 18S rDNA amplifikasyon {iriinleri sekans reaksiyonlart i¢in Macrogen
INC (Korea) firmasma gonderildi. Automatic sequencer 3730XL kullanilarak her bir
ornek NS1-NS4 ve NS3-NS8 dort ayr1 reaksiyon seklinde iki yonlii okundu. ABI 1.6.0

analizi sonucu elde edilen ham sekans verileri internet araciligiyla tarafimiza ulagtirildi.
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3.2.8. 18S rDNA Sekans Verilerinin Analizi

Iki yiinlii primerler kulanilarak (NS1-NS4, NS3-NS8) elde edilen 18S rDNA
ham sekans verileri, ilk olarak Bio Edit 7.0.5.3. (Hall, 1999) program: kullanilarak
birlestirildi ve her bir izolata ait bir konsensus sekansi olusturuldu (Sekil 3.1) Dis grup
olarak gen bankasindan (NCBI) 18S sekansi temin edilen R. zeae SW-1 izolati
kullanildi. Elde edilen diziler dis grupla birlikte Clustal X V.2.0 programina aktarilarak
hizalanma (alignment) islemi yapildi ve daha sonra hizalama go6zle kontrol edildi
(Thompson ve ark., 1997). Hizalanmis sekans verileri DNASp V.5 (Librado ve Rozas,
2009) programi kulanilarak haplotip sekanslar belirlendi ve buna gore veri seti tekrar

olusturuldu.

150 14 130 160 1 150
ATGCATCAAAGCCCCOACTCTTGGAAGGGGTGTATTTATTAGATAAAAAACCAACGCG

A

Sekil 3.1. Sekans diyagraminin BioEdit programi ile gdzlenmesi

3.2.8.1. Parsimoni (Tutumluluk) Analizi

Hizalanmis dizi verileri PHYLIP V.3.69 (Felsenstein, 2005) programina
aktarilarak parsimoni analizi yapildi. Bu analiz i¢in dnapars opsiyonu kullanildi. Agag
elde etmede ise TreeView (Page, 1996) agac c¢izim programi kullanildi. Analizler
sonucunda olasi en kisa agacin timiinli 6zetleyen Majority Rule konsensus agaci elde
edildi. Olusturulan agactaki kladlarin istatistiksel olarak ne kadar desteklendigini
gérmek amaciyla bootstrap (1000 replikasyon) analizi yapildi. Bootstrap analizi i¢in
Phylip V.3.69 paket program icindeki seqboot ve consence opsiyonlar: kullanildi. Elde

edilen bootstrap degerleri majority rule konsensus agaci iizerinde gosterildi.
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3.2.8.2. Distance (Uzakhk) Analizi

Veri setine en uygun baz degisim modelini (substitution model) belirlemek i¢in,
JMODEL TEST V.0.1.1 programi kullanild1 (Posada, 2008). Akaike Information
Criterion (AIC) tahmin testi en uygun baz degisim modeli olarak gama dogrulama
degeri (G) 0.7040 olan TIM (Transition model) modelini 6nerdi (Akaike, 1974).
Bayesian Information Criterion (BIC) ise gama dogrulama degeri (G) 0.6970 olan
TrNef (equal-frequency Tamura-Nei model) modelini 6nerdi (Schwarz,1978).

Baz degisim modellerinin belirlenmesinden sonra sekans veri seti PAUP*
V.4.0b10 (Swofford, 2002) programina aktarilarak TIM ve TrNef baz degisim modelleri
ile distance analizi yapildi. Aga¢ iiretme teknigi olarak ise Neighbour Joining (NJ)
algoritmast kullanildi. NJ agacindaki soy hatlarinin istatistiksel olarak ne kadar
desteklendigini belirlemek amaciyla bootstrap (10000 replikasyon) analizi yapildi ve
bootstrap degerleri NJ agaci iizerinde gosterildi.

Her iki baz degisim modeli i¢in ayr1 ayr1 NJ agaglar elde edildi. Ayn1 modeller
kullanilarak bootstrap analizleri sonucunda en yiiksek bootstrap degeriyle desteklenen

TIM (G=0.7040) NJ agaci verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Genomik DNA izolasyonu

Multiniikleat ve biniikleat Rhizoctonia izolatlarindan Genomik DNA
izolasyonunda Qiagen DNeasy Plant Mini Kit kulanilmistir. Ancak kit prosediirii aynen
uygulandiginda olumlu sonu¢ alimamamistir. Bunun iizerine prosediirde bazi
degisiklikler yapilmustir. Oncelikle 20 mg olarak Onerilen misel miktar1 40 mg’a
cikarilmistir.  Fungus hiicre duvarinin parcalanabilmesi i¢in, 6rnek ekstraksiyon
tamponu (buffer AP1) ile steril havan kullanilarak iyice ezilmistir. Ayrica 65°C’deki
inkiibasyon siiresi 10 dk. iken 30 dk’ya ¢ikarilmistir. Tiim bu degisiklikler yapildiginda
yeterli miktarda DNA elde edilmistir.

4.2. 18S rDNA Bolgesinin PCR Amplifikasyonu

Rhizoctonia izolatlarinin 18S rDNA gen bdlgesi NS1-NS4 ve NS3- NS8 primer
ciftleri kullanilarak iki ayr1 reaksiyon programi ile Thermal Cycler’da ¢ogaltilmistir.
PCR firiinleri %1°lik agaroz jel iizerinde 100 voltta 30 dk yiiriitiilmiistiir. Elektroforez
sonrasinda jeller goriintiileme sistemi ile goriintiilenmis ve fotograflar1 c¢ekilerek
kaydedilmistir (Sekil 4.1). PCR amplifikasyonu sonucunda NS1-NS4 reaksiyonu i¢in
900 bg, NS3- NS8 reaksiyonu i¢in 1100 bg iiriin elde edilmistir.

(Ua]
(28] —
(Wp] =t (o] L0
-
o ¥
T B E & 0 =
bg
1000 -
500 —
100 —-

Sekil 4.1. Bazi izolatlara ait NS3- NS8 PCR reaksiyonu firiinleri
M:Markor NK: Negatif kontrol
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18S rDNA bolgesine ait PCR amplifikasyon ({iriinlerini sekans verileri
MacroGen (Kore) firmasi tarafindan ABI 3730XL kullanilarak ABI 1.6.0 analizi ile
elde edilmistir. Her bir PCR iiriinii i¢in hedef niikleotit dizisi 4 oligoniikleotit primeri
NS1 (GTAGTCATATGCTTGTCTC), NS4 (CTTCCGTCAATTCCTTTAAG) ve
NS3 (GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC), NS8 (TCCGCAGGTTCACCTACGGA)
kullanilarak iki yonde okunmustur. Elde edilen dizilerin BioEdit (7.0.5.3) (Hall, 1999)
programi kullanilarak konsensus dizileri olusturulmus ve her bir 6rnek icin ayri
dosyalara kaydedilmistir. Elde edilen dosyalar Clustal X (2.0) (Thompson ve ark., 1997)
programina aktarilarak hizalanmig (alignment) ve gozle kontroli yapilmistir. Sekil

4.2’te AG Fa CrTb9 6rnegine ait konsensus dizisi fasta formatinda gosterilmistir.

> AG Fa CrTb9-18S
GAATGGCTCATTAAATCAGTTATAGTTTATTTGATGGTATCTTACTACATGGA
TAACTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATCAAAGCCCCGACTCTTGGAA
GGGGTGTATTTATTAGATAAAAAACCAACGCGGTTCGCCGCTCCTTTGGTGAT
TCATAATAACTTCTCGAATCGCATGGCCTTGTGCCGGCGATGCTTCATTCAAA
TATCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACATGGTTTCAACG
GGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTAC
CACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGACACGGGGAG
GTAGTGACAATAAATAACAATATAGGGCTCTTTTGGGTCTTATAATTGGAATG
AGTACAATTTAAATCCCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAA
AAAGCTCGTAGTTGAACTTCAGGCCTGGGCGGCGGTCTGCCTCACGGTATGTA
CTGTCTGCCTGGGTCTTACTTCTTGGTGAGCCGGCATGCCCTTTACTGGGTGT
GTCGGGGAACCAGGACTTTTACCTTGAGAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCT
TATGCCCGAATACATTAGCATGGAATAATAAAATAGGACGTGCGGTTCTATTT
TGTTGGTTTCTAGAGTCGCCGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAG
TATTCAGTTGCTAGAGGTGAAATTCTTGGATTTACTGAAGACTAACTACTGCG
AAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAGGTTAGGGGATCG
AAAACGATCAGATACCGTTGTAGTCTTAACAGTAAACTATGCCGACTAGGGAT
CGGGCGATCTCACTTTTATGTGTCGCTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCT
TTGGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGG
AAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAA
ACTCACCAGGTCCAGACATAACTAGGATTGACAGATTGATAGCTCTTTCTTGA
TTTTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGG
TTAATTCCGATAACGAACGAGACCTTAACCTGCTAAATAGTCCGGCCGGCTTT
TGCTGGTCGCAGACTTCTTAGAGGGACTGTCAGCGTCTAGCTGACGGAAGTTT
GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCT
ACACTGACAGAGCCAGCGAGTTCTCACCTTGGCCGGAAGGTCTGGGTAATCTT
GTGAAACTTTGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGA
GGAATTCCTAGTAAGCGTGAGTCATCAGCTCGCGTTGATTACGTCCCTGCCCT
TTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGTCTCCG
GATTGGCTTTGGGGAGCCGGCAACGGCACTCTATTGCTG

Sekil 4.2. AG Fa CrTb9 6rnegine ait konsensus dizisi
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4.3. Parsimoni Analizi

Multiniikleat ve biniikleat Rhizoctonia izolatlarina ait 18S sekans verileri ile
olusturulan veri seti PHYLIP V.3.69 paket programi ile analiz edilmistir. Parsimoni
analizinde “dnapars” algoritmasi kullanilmistir. 18S rDNA veri setinde 1464
karakterden 64 tanesinde baz degisimi gozlenmis (Sekil 4.3), bunlardan 26 tanesinin
parsimonik oldugu saptanmistir. Maksimum parsimoni agact olusturmada bootstrap
analizi (1000) kullanilmigtir. Olusturulan %50 Majority Rule Konsensus agaglart Sekil
4.4, 4.5 ve 4.6’ de verilmektedir.
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Sekil 4.3. Rhizoctonia spp. izolatlarinin 18S rDNA dizisinin polimorfik DNA bélgeleri
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— AG 11 Roth 26
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 AG 2-2IV 92155
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AG 2-1 Rhz-104
{ AG 2-1 PS4

— AG 9 TX86-1

AG 13 Hud21
R.zeae SW-1

5 changes

Sekil 4.4. Multiniikleat Rhizoctonia spp. izolatlarina ait 18S rDNA bdlgesinin parsimoni
analizi sonucu olusturulan %50 Majority Rule Konsensus soy agaci. Dallar iizerindeki
rakamlar bootstrap degerlerini gostermektedir.
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Multiniikleat Rhizoctonia spp. izolatlarina ait Majority Rule konsensus agaci
(Sekil 4.4) incelendiginde, MNR’larin iki ana soy hatt1 olusturacak sekilde ayrildigi
fakat bu ayrimin istatistiksel olarak desteklenmedigi goriilmektedir.

[k ana soy hattinda, AG 1 (1-IA, 1-IB ve 1-IC) izolatlarinin %59 bootstrap
degeri ile desteklenen bir alt grup olusturdugu goriilmektedir.

AG 2 izolatlarindan AG 2-2I1IB ve AG 2-21V izolatlar1 ilk ana soy hattinda
bulunurken, AG 2-1 izolatlar1 (Rhz-104 ve PS-4) ikinci ana soy hattinda yer almistir.
Koprii izolat1 olarak adlandirilan AG 2-BI izolat1 ise, ilk soy hattinda yer almakta fakat
diger AG 2 izolatlar ile birlikte bulunmayip AG 1, AG 12 ve AG 3 izolatlar ile bir alt
grup olusturmaktadir.

[lk soy hattinda AG 4, AG 5 ve AG 6 izolatlar ikinci bir alt grup olusturmus ve
bu grup icerisinde AG 4 HG II izolatlar1 ve AG 6 HG I, AG 6 GV izolatlar1 kendi
aralarinda alt gruplar olusturmus, AG 4 HGI ve AG 5 izolat1 ise gruba ayr1 birer koldan
baglanmisglardir.

AG 2- 21IIB, AG 11, AG 7 ve AG 2-2IV her iki alt gruba ayr1 birer koldan
baglanmislardir.

ikinci ana soy hatt1 incelendiginde ise, AG 8 ve AG 10 izolatlarmin %88
bootstrap degeriyle desteklenen bir alt grup olusturdugu goriilmektedir. Bu alt gruba
AG 2-1 izolatlar1 (Rhz 104 ve PS-4), AG 9 TX izolat1 ve AG 13 izolat1 ayr1 birer koldan

baglanmislardir.
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—— AG QC-620

AG Ba C-484
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5 changes

Sekil 4.5. Biniikleat Rhizoctonia spp. izolatlarina ait 18S rDNA bdolgesinin parsimoni
analizi sonucu olusturulan %50 Majority Rule Konsensus soy agaci. Dallar iizerindeki
rakamlar bootstrap degerlerini gostermektedir.
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Biniikleat Rhizoctonia izolatlar1 ile olusturulan Majority Rule konsensus agaci
(Sekil 4.5) incelendiginde %85 bootstrap degeri ile desteklenen iki ana soy hatti
goriilmektedir.

[lk soy hattina bakildiginda, iki alt grup goriilmektedir. AG R, AG S, AG A, AG
K ve AG Bo aymi grupta yer almaktadir ve bu grup %52 bootstrap degeri ile
desteklenmektedir. Diger alt grupta ise AG C ve AG H %57 bootstap degeri ile
desteklenen kiiciik bir alt grup olusturmustur. AG G ve AG O ise bir diger kiigiik alt
grupta yer almis ve %67 bootstrap degeri ile desteklenmistir. AG D ise ana soy hattina
%64 bootstrap degeri ile ayr1 bir koldan baglanmustir.
Ikinci ana soy hattina bakildiginda, AG I, AG Fa ve Ag Fb izolatlarinin bir alt grup
olusturdugu goriilmektedir.

AG Bb izolatt %85 ile desteklenerek her iki soy hattina ayri bir koldan
baglanmistir. Diger iki BNR izolatt AG Q ve AG Ba diger izolatlara sirastyla %61 ve

%90 degerleri ile desteklenerek ayr1 birer koldan baglanmislardir.
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Sekil 4.6. Rhizoctonia spp. izolatlarina ait 18S rDNA bolgesinin parsimoni analizi
sonucu olusturulan %50 Majority Rule Konsensus soy agaci. Dallar tizerindeki rakamlar
bootstrap degerlerini gostermektedir.
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Multiniikleat ve biniikleat Rhizoctonia izolatlarinin tiimii ile olusturulan %50
Majority Rule konsensus agaci incelendiginde (Sekil 4.6) MNR ve BNR izolatlarinin
ayrilarak %75 bootstrap degeri ile desteklenen iki ana soy hatti olusturdugu
goriilmektedir. Ancak bu iki ana soy hatti1 {izerinde BNR AG I, AG Fa ve AG Fb MNR
monofiletik grubu igerisinde yer almaktadir.

MNR soy hatt1 incelendiginde, AG 1 izolatlarindan AG 1-IA, AG 1B ve AG 1-
IC izolatlarinin, istatistiki olarak desteklenmese de (%50’nin altinda) acik sekilde diger
MNR gruplarindan ayrilarak bir alt grupta yer aldig1 goriilmektedir.

Genetik varyasyonun yiiksek oldugu bilinen AG 2 izolatlar1 ise MNR ana kladi
icerisinde ayr1 bir klad olusturmayip, iki farkli alt grup igerisinde yer almistir. Bu
izolatlardan AG 2-1 izolatlar1 PS-4 ve Samsun’ dan izole edilmis olan Rhz 104 izolatlar1
ayr bir klad igerisinde AG 9 TX izolat1 ile birlikte iken, AG 2-2I1IB IFO-30943 ve AG
2-21V 92155 ve AG 2BI ST-2-4 izolatlarinin MNR grubuna ayr1 birer koldan baglandig:
goriilmektedir.

AG 4 izolatlar1 AG 4 HG-I ve AG 4 HG II izolatlart MNR igerisinde ayni kladda
bulunmaktadir. Grubun yer aldig1 klad %65 bootstrap degeri ile desteklenmekte olup,
klad igerisinde AG 5 GM 10, AG 6 HGI OHT1-1, AG 6 GV NKN2-1 ve AG I izolatlar1
da yer almaktadir. Ayrica agag incelendiginde AG 6 HGI OHT1-1, AG 6 GV NKN2-1
ve AG I izolatlarinin bir alt klad olusturdugu gortilmektedir.

AG 8 JW-92 ve AG 10, %87 bootstrap degeri ile MNR ana klad1 igerisinde bir
alt klad olusturmustur.

AG 12 Wda, AG Fa CrTB9,AG Fb OmTB16, AG BI ST-2-4, AG 3 ST11-6, AG
13 Hud21, AG 11 ve AG 7 izolatlar1t MNR ana soy hatt1 i¢erisinde yer almakta ve alt
gruplar olusturmaksizin ayri birer koldan baglanmaktadir.

%350 Majority Rule konsensus agact BNR ana soy hatt1 incelendiginde Samsun’
dan izole edilen AG A TkTB43 ve AG R TC-2 izolatlarinin ayr1 bir alt klad olusturdugu
goriilmektedir. Bu alt klada ise AG K AC-1, AG S ve AG Bo STR 2 ayr birer koldan
baglanmaktadir.

AG H STC-9 ve AG C AO-1-2 izolatlar1 ana klad igerisinde % 57 bootstrap
degeri ile desteklenen bir alt klad olusturmustur. AG O FPO-2-24 ve AG G AH-9
izolatlar1 %66 bootstrap degeri ile desteklenen bir alt klad olusturmaktadir. Olugan bu
iki alt klada AG D W-12 izolat1 da ayr1 bir koldan baglanmistir.
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AG Bb C-455 izolat1 %75 bootstrap degeri ile desteklenen BNR ana kladina ayr1
bir koldan baglanmaktadir. Diger BNR izolatlar1t AG Q C-620 % 59 bootstrap degeri ile
ve AG Ba C- 484 izolat1 ise % 80 bootstrap degeri ile desteklenerek BNR ana kladina

ayr birer koldan baglanmislardir.

4.4. Distance (Uzakhk) Analizi

JMODEL TEST V.0.0.1 (Posada, 2008) programi ile Akaike Information
Criterion (AIC) ve Bayesian Information Criterion (BIC) tahmin testleri kullanilarak
model test analizi yapilmistir. TIM ve TrNef baz degisim modelleri ayr ayr1 kulanilarak
Neighbour Joining agaglar1 elde edilmistir. Ayn1 modellerin kulanilmasiyla bootstrap

agaclar1 olusturulmus ve bunlardan en yiiksek bootstrap degerlerine sahip olan (TIM G=

0.7040) NJ agaclar1 Sekil 4.7, 4.8 ve 4.9’ da verilmistir.
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Sekil 4.7. Multiniikleat Rhizoctonia spp. izolatlarina ait 18S rDNA boélgesinin
kullanilmast sonucu olugsan Neighbour Joining soy agaci. Dallar {izerindeki rakamlar

bootstrap degerlerini gdstermektedir.
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Multiniikleat Rhizoctonia izolatlar1 ile olusturulan Neighbour Joining soy agaci
(Sekil 4.7) Majority Rule konsensus agaci ile bire bir Ortiismektedir. Agaclarin

istatistiksel degerlendirmeleri de olduk¢a yakin degerler vermistir.
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Sekil 4.8. Biniikleat Rhizoctonia spp. izolatlarina ait 18S rDNA bélgesinin kullanilmasi
sonucu olusan Neighbour Joining soy agaci. Dallar iizerindeki rakamlar bootstrap
degerlerini gostermektedir.
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Biniikleat Rhizoctonia izolatlar1 ile olusturulan Neighbour Joining soy agaci
(Sekil 4.8) incelendiginde, dallar iizerindeki bootstrap degerlerinde kiigiik farkliliklar
gbzlenmekle beraber Majority Rule konsensus agaci ile topolojik olarak ayni oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.9. Rhizoctonia spp. izolatlarina ait 18S rDNA bolgesinin kullanilmasi sonucu
olusan Neighbour Joining soy agaci. Dallar tlizerindeki rakamlar bootstrap degerlerini
gostermektedir.
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Multiniikleat ve biniikleat Rhizoctonia izolatlarinin tiimii ile olusturulan NJ agaci
incelendiginde (Sekil 4.9), MNR ve BNR izolatlar1 ayrilarak iki ana soy hatti
olusturdugu goriilmektedir. Ancak bu iki ana soy hatti izerinde BNR AG I, AG Fa ve
AG Fb MNR monofiletik grubu igerisinde yer almaktadir. Bu sonuglar parsimoni

analizi sonucu elde edilen Majority Rule konsensus agacini desteklemektedir.
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5. TARTISMA

Bu ¢aligmada, multiniikleat ve biniikleat Rhizoctonia spp. izolatlarmin 18S
rDNA boélgelerinin dizi analizleri yapilmis ve filogenetik olarak degerlendirilmistir.
Filogenetik degerlendirme yapilirken Neighbour Joining ve Maksimum Parsimoni
algoritmalar1 kullanilmistir.

Rhizoctonia spp.’nin karakterizasyonunda genellikle misel rengi, hif capi,
cekirdek sayisi, hiicre uzunlugu, monilioid hiicrelerin biiyiikliigii ve sklerot ¢ap1 gibi
morfolojik karakterler kullanilmistir. Ancak, bu 6zellikler sicaklik, 151k ve besin igerigi
gibi faktorlerin etkisiyle biiyiik 6l¢iide degiskenlik gosterir (Andersen, 1990; Stalpers ve
Andersen, 1996). Thanatephorus ve Ceratobasidium izolatlarinin birgogu besiyerinde
gelistirildiginde benzer goriiniimdedirler ve hatta yakin iliskili olmayan izolatlar
arasinda hifal birlesmeler gozlenmektedir (Ogoshi, 1987).

Bunun yanisira, vejetatif hiicrelerdeki cekirdek sayisi da nadiren kesin sonug
vermektedir. Ornegin, Thanatephorus (anamorf: R. solani) izolatlarinin multiniikleat
oldugu bilinmektedir (Gonzalez ve ark., 2006; Parmeter ve Whitney, 1970’den) fakat
¢ekirdek durumu degiskendir, tek bir susun hiicreleri oldukc¢a farkli ¢ekirdek sayilarina
sahiptir (6rn. 2-18) (Gonzalez ve ark., 2006; Tu ve ark., 1977’den). Ceratobasidum
(anamorf: Rhizoctonia spp.) hiicreleri genellikle biniikleattir (Gonzalez ve ark. ,2006;
Burpee ve ark., 1980’den) fakat C. koleroga’nin multiniikleat oldugu bildirilmistir
(Stalpers ve Andersen, 1996).

Gilinimiizde, rDNA dizi analizi yontemi Rhizoctonia tiirleri arasindaki
taksonomik ve filogenetik iliskilerin anlasilmasi i¢in en dogru yol olarak gdriilmektedir
(Sharon ve ark., 2006).

Gonzalez ve ark. tarafindan 2006’da yapilan calismada, multiniikleat ve
biniikleat Rhizoctonia izolatlarinin ITS, 28S ve B-tubulin gen bolgesinin dizi analizi
yapilmis ve filogenetik olarak degerlendirilmistir. Filogenetik degerlendirme sonucu
elde edilen agaglarda 26 Rhizoctonia solani izolati (AG 1-11) ve altt BNR (CAG-3,
CAG-4, CAG-5, CAG-6, CAG-7 ve AG F) ayni1 kladda yer almaktadir.

Bu calismanin sonucu Gonzélez ve ark. (2001)’nin daha 6nce 6ne siirdiigli R.
solani ve biniikleat Rhizoctonia’larin monofiletik birer grup olmadigi fikrini
dogrulamaktadir. Bu sonug¢ ayni zamanda septal por incelemesi, teleomorfik karakterler

ve dizi verileri sonucunda Onerilen, bazi biniikleatlarin multiniikleat izolatlara daha
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yakin iligkili olabilecegi fikrini de desteklemektedir (Andersen, 1996; Gonzalez ve ark.,
2001; Moore, 1996; Miiller ve ark., 1998). Elde edilen dizi analizleri, g¢ekirdek
durumlar1 ve hifal anastomoz reaksiyonlar1 da dikkate alindiginda Ceratobasidium
igerisine dahil edilen bazi izolatlarin Thanatephorus’a dahil edilmesinin daha iyi
olabilecegi onerilmistir (Gonzalez ve ark.,2006).

Sharon ve ark. (2007)’nin ¢ilekten izole ettikleri AG A, AG G, AG F, AG 4 HGI
ve AG HG III Rhizoctonia izolatlar1 ile rDNA-ITS dizi analizi ¢alismalari sonucunda
BNR AG F izolatlarmin MNR AG 4 izolatlar1 ile daha yakin iligkili oldugunu
belirlemiglerdir. AG F izolatlar1 ile AG 4 izolatlar arasindaki dizi benzerligi %86- %91’
dir. Oysaki AG F izolatlar1t BNR AG A, B, G, I ve K ile nispeten daha diisiik benzerlige
(%79-83) sahiptir. Bu sonu¢ BNR AG F izolattmin MNR AG 4’e diger BNR
izolatlarindan daha yakin oldugunu gdstermistir.

Gonzalez ve ark. (2001)’nin bildirdigine gore Yokoyama ve Ogoshi (1986)
yaptiklar1 ¢alismada Ceratobasidium AG F izolatinin Thanatephorus AG 6 izolat1 ile
hifal anastomoz yaptigini ve bu iki grubun genetik olarak yakin iliskili olabilecegini
belirtmislerdir.

Sharon ve ark. (2008)’nin rDNA-ITS dizi analizleri ile olusturduklar1 Neighbour
Joining agac1 sonuclarina gére BNR AG’lar1 6 ayr1 grupta yer almaktadir. Bu gruplar su
sekildedir:

I- AGAve AGK

2- AGG,AGLve AGQ

3- AGE,AGF,AGP,AGRve AGS

4- AG D (ii¢ alt grup icermektedir)

5- AG B( g alt grup icermektedir) ve Ag Q

6- AGC,AGHve AGI

rDNA ITS bolgesi kullanilarak yapilan RFLP c¢alismalar1 6zellikle R. solani’de
AG’lart ve alt gruplar arasinda Onemli Olclide varyasyon oldugunu gostermistir
(Kanematsu ve Naito, 1995; Prijatmojo ve ark., 2001). Pannecoucque ve Hofte
(2009)’nin R. solani AG 2-1 izolatlar1 ile yaptiklart ¢alisma bu polimorfizmi olduk¢a
belirgin sekilde ortaya koymustur. AG 2’nin oldukc¢a heterojen bir grup oldugu
bilinmektedir. Fakat alt gruplar1 arasindaki polimorfizm tahmin edilenden ¢ok daha

fazladir.
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Multiniikleat ve biniikleat Rhizoctonia izolatlarinin 18S dizi analizi verileri ile
olusturulan %50 Majority Rule konsensus ve Neighbour Joining agaci incelendiginde
MNR ve BNR izolatlarinin iki ana soy hatti olusturdugu goriilmektedir. Ancak bu iki
ana soy hatti lizerinde BNR AG I, AG Fa ve AG Fb MNR monofiletik grubu igerisinde
yer almaktadir.

Multiniikleat Rhizoctonia soy hatti incelendiginde, AG 1 izolatlarindan AG 1-1A,
AG 1B ve AG 1- IC izolatlarinin agik sekilde diger MNR gruplarindan ayrilarak bir alt
grupta yer aldigi goriilmektedir. AG1 hifal anastomoz reaksiyonlart ile alt grup ayrimi
yapmak miimkiin degildir (Sneh ve ark., 1991). Bu sonuglar AG 1’in monofiletik bir
grup oldugunu fikrini desteklemektedir.

Genetik varyasyonun yiiksek oldugu bilinen AG 2 izolatlar1 ise MNR ana klad1
icerisinde ayr1 bir klad olusturmayip, iki farkli alt grup igerisinde yer almistir. Bu
izolatlardan AG 2-1 izolatlar1 PS-4 ve Samsun’ dan izole edilmis olan Rhz 104 izolatlar1
ayr1 bir klad icerisinde AG 9 TX 86-1 izolat1 ile birlikte iken, AG 2-211IB IFO-30943 ve
AG 2-21V 92155 ve AG 2 BI ST-2-4 izolatlarinin MNR grubuna ayr birer koldan
baglandig1 goriilmektedir.

AG 4 izolatlar1 AG 4 HG-I ve AG 4 HG II izolatlart MNR igerisinde ayn1 kladda
bulunmaktadir. Grubun yer aldig1 klad icerisinde AG 5 GM 10, AG 6 HGI OHT1-1, AG
6 GV NKN2-1 ve AG I AV-2 izolatlar1 da yer almaktadir. Ayrica agaclar
incelendiginde AG 6 HGI OHT1-1, AG 6 GV NKN2-1 ve AG I AV-2 izolatlarmin bir
alt klad olusturdugu goriilmektedir. AG 4 ve AG 6 izolatlarindan genetik olarak
birbiriyle yakin iliskili oldugu bilinmektedir (Gonzalez, 2001) ancak BNR AG I AV-2
izolatinin MNR kladi icerisinde yer almasi oldukga ilging bir sonuctur.

AG 8 JW-92 ve AG 10, MNR ana kladi icerisinde bir alt klad olusturmustur.

AG 12 Wda, AG Fa CrTB9, AG Fb OmTB16, AG 2 BI ST-2-4, AG 3 ST11-6,
AG 13 Hud21, AG 11 ve AG 7 HO1556 izolatlar1 MNR ana soy hatt1 i¢erisinde yer
almakta ve alt gruplar olusturmaksizin ayr1 birer koldan baglanmaktadir.

Her iki AG F izolatinin da MNR soy hattinda yer almas1 Gonzélez ve ark. (2006)
ve Sharon ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismalart dogrulamaktadir.

Biniikleat Rhizoctonia ana soy hatti incelendiginde Samsun’dan izole edilen AG
A TkTB43 ve AG R TC-2 izolatlarinin ayr1 bir alt klad olusturdugu goériilmektedir. Bu
alt klada ise AG K AC-1, AG S ve AG Bo STR 2 ayr1 birer koldan baglanmaktadir.
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AG H STC-9 ve AG C AO-1-2 izolatlar1 ana klad igerisinde bir alt grup
olusturmustur. AG O FPO-2-24 ve AG G AH-9 izolatlar1 ise baska bir alt grup
olusturmaktadir. Olusan bu iki alt gruba AG D W-12 izolati da ayr1 bir koldan
baglanmistir.

AG Bb C-455 izolatt BNR ana kladina ayr1 bir koldan baglanmaktadir. Diger
BNR izolatlar1 AG Q C-620 ve AG Ba C- 484 izolat1 ise BNR ana kladina ayr1 birer

koldan baglanmislardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligmada, multiniikleat ve biniikleat Rhizoctonia spp. izolatlarmin 18S

rDNA bolgelerinin molekiiler dizi analizleri yapilarak anastomoz gruplar1 ve altguplar

arasindaki filogenetik iliskilerin belirlenmesi amaglanmustir.

18S rDNA gen bdlgesi evrimsel olarak korunmus bir bolge oldugu igin
Rhizoctonia grubu funguslarin filogenisi i¢in énemli bir kaynaktir. Bu
gen bolgesinin tiim Rhizoctonia spp. anastomoz gruplari i¢in veri
bankalarina kazandirilmasi da biyolog ve bitki patologlart i¢in oldukca
kullanigshi olacak ve diger calismalara hiz kazandiracak bir bilgi
kaynagidir.

Rhizoctonia form cinsi geng hiicrelerdeki ¢ekirdek sayilarina bakilarak
multiniikleat, biniikleat ve uniniikleat olmak {izere 1ii¢ gruba
ayrilmaktadir. Filogenetik analizler sonucunda elde edilen agaclar,
topolojik olarak kiigiik farkliliklar gdstermekle birlikte oldukca
uyumludur. Neighbour Joining ve Maksimum Parsimoni algoritmalari
kullanilarak olusturulan agaglarda, multiniikleat ve biniikleat Rhizoctonia
izolatlarinin belirgin sekilde iki ana soy hatti iizerinde bulundugunu
dogrulamaktadir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.9).

Biniikleat AG Fa, Ag Fb ve AG I izolatlarinin ise MNR soy hattinda
bulunmasi ise ¢arpict bir sonuctur. Bu sonu¢ daha dnce one siiriilen bazi
BNR izolatlarinin MNR’larla daha yakin iligkili oldugu fikrini
desteklemektedir (Yokoyama ve Ogoshi, 1986; Gonzélez ve ark., 2001,
2006; Sharon ve ark., 2007).

Rhizoctonia 18S rDNA gen bolgesi dizi analizi sonuglari geleneksel
anastomoz grubu kavramini ve anastomoz grubu siniflandirmasini biiyiik
Olgiide desteklemektedir. Ancak, ayni anastomoz grubu i¢inde izolatlar
arasindaki genetik varyasyonun tahmin edilenden daha fazla oldugu,
hatta ayn1 anastomoz grubu icinde yer alan bazi izolatlarin (6rn. AG 2)
olusturulan filogenetik agaclarda farkli kladlarda yer aldig:

goriilmektedir.
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Daha onceki rDNA RFLP calismalart da belirli anastomoz gruplarinin
monofiletik olmadigini gostermistir. Anastomoz gruplari i¢inde goriilen
bu genetik varyasyon nedeniyle, yeni alt gruplar tanimlanmaya devam
etmektedir (Kanematsu ve Naito, 1995; Prijatmojo ve ark., 2001;
Pannecoucque ve Hofte, 2009).

18S rDNA dizi analizi sonuglarina gore Rhizoctonia spp. anastomoz
gruplart ve alt gruplar arasindaki genetik varyasyon olduk¢a fazladir.
Elde edilen veriler, tim alt gruplar ile farkli gen bolgelerinin birlikte

degerlendirilecegi bir caligsma ile desteklenecektir.
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