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DUNYANIN DEGISiK YORELERINDEN IZOLE EDILEN Rhizoctonia zeae (Waitea
circinata var. zeae) IZOLATLARININ FILOGENETIK ILISKILERININ
BELIRLENMESI

Bu calismada, diinyanin degisik bolgelerinden izole edilmis, Waitea circinata var.
zeae izolatlar1 (22 adet) kullanilmistir.

Calismalar sirasinda, elde edilmis olan izolatlarin Oncelikle kiiltiirel morfolojisi
incelenmis, bu Ozelliklerin literatiirde belirtilen o6zelliklerle uyumlu oldugu tespit
edilmistir. Izolatlarin morfolojik olarak degisken oldugu belirlenmis olsa da, kiiltiirel
morfolojiye dayali olarak Waitea circinata var. zeae iginde altgrup ayrimi yapilamamaistir.

Makroskobik anastomoz c¢alismalart Waitea circinata tiri igindeki izolatlar
arasinda genetik bir iliskinin varligin1 gostermis fakat, bu o6zelliklerle iliskili gruplarin
ayrimi yapilamamustir.

izolatlar genetik olarak 2 farkli ydntemle degerlendirilmistir: rDNA-ITS PCR-RFLP
ve tDNA-ITS dizi analizi. Her iki yontemde de, oncelikle ITS 1 ve ITS 4 primerleri
kullanilarak rDNA-ITS gen bolgesi PCR islemi ile ¢ogaltilmustir.

PCR-RFLP calismasinda, elde edilen DNA bolgesi saflastirildiktan sonra Hhal,
Msel ve Taq"l restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. Enzimatik kesim sonucu olugan
sablonlar kullanilarak UPGMA agaci elde edilmistir. Elde edilen aga¢ bazi izolatlar harig
gruplarin ayrilabildigini ve her grup i¢indeki farkliliklar oldugunu gostermistir.

rDNA-ITS dizi analizi ile her bir izolatin ilgili DNA bdlgesinin dizileri belirlenmis
ve hizalama yapildiktan sonra 2 farkli filogenetik teknik ile analiz edilmistir. Bu analizlerin
sonucunda, gruplarin ayriminin rDNA-ITS dizi analiziyle PCR-RFLP’ye gore daha iyi bir
sekilde yapilabildigi goriilmiis ve 6zellikle Waitea circinata var. zeae iginde 2 alt grubun
olabilecegi ilk kez tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Waitea circinata var. zeae, Rhizoctonia zeae, PCR-RFLP, rDNA-ITS

dizi analizi
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ABSTRACT

DETERMINATION OF PHYLOGENETIC RELATIONSHIPS OF Rhizoctonia zeae
(Waitea circinata var. zeae) ISOLATES ISOLATED FROM THE VARIOUS REGIONS
OF THE WORLD

In this study, isolates of Waitea circinata var. zeae (22 piece), isolated from various
regions of the world, were used.

During studies, cultural morphologies of isolates obtained were examined and
determined that these properties was in consonance with the literature. Although it was
found out that isolates were different morphologically, subgroup differention in relation
with these properties were not made.

Macroscopic anastomosis reactions implied presence of genetic relationship among
isolates within Waitea circinata var. zeae, but failed to differ the isolates.

The isolates were analysed with 2 different genetic methods: rDNA-ITS PCR-RFLP
and rDNA-ITS sequence analysis. For these two methods, IDNA-ITS regions were initially
amplified by PCR using universal primers ITS1 and ITS 4.

For PCR-RFLP analysis, the purified PCR products were digested with restriction
enzymes Hhal, Msel and Taq"l. Then UPGMA trees were obtained using the resultant
enzyme patterns. The tree revealed that the groups were able to distinguish from each other
and differences in groups existed.

With rDNA-ITS sequence analysis, phylogenetic relations between isolates were
determined with 2 different phylogenetic algoritms (NJ and Parsimoni) after aligning the
homolog DNA residues. In results of these analysis, it was determined that differentiation
of the group could make better with ITS-sequence anlysis than those of PCR-RFLP and
Waitea circinata var. zeae were able to cluster 2 sub-group at first time in the world.

Key Words: Waitea circinata var. zeae, Rhizoctonia zeae, PCR-RFLP, rDNA-ITS

sequence analysis
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1. GIRiS

Funguslar ekosistemler iizerinde c¢ok giiclii bir etkiye sahiptirler. Bulunduklari
habitatlar1 O6nemli oOlgiide degistirirler ve dolayisiyla fungal populasyonlar bircok
ekosistemin temel elemanlarini olustururlar. Ozellikle toprak funguslar1 cevrelerindeki
besinleri yeniden kullanilabilir hale getirirler. Uriinlerimize zarar verirken etanol ve
antibiyotikler gibi degerli biyokimyasallar1 da iiretirler. Fungal organizmalarin istenilen
sekilde kontrolii i¢in etmenlerin dogru teshisi ve siiflandirmalari son yillarda gelisen
molekiiler filogenetik calismalarla daha gergekei sekilde yapilabilir hale gelmistir
(Blackwell ve ark., 2006).

Fungal tiirlerin tanimlanmasinda mikologlar farkli yaklagimlardan yararlanmaktadir.
Morfolojik (fenetik ve fenotipik) yaklasim mikologlar tarafindan kullanilan klasik bir
uygulamadir; bu uygulamada morfolojik karakterler temelinde ve ideal olarak birbirleri
arasindaki farkliliklara bagli olarak tanimlama yapilir. Politetik yaklagim karakterlerin
kombinasyonlarina bagliyken her bir sus ayn1 kombinasyona sahip olmak zorunda degildir.
Ureme ayrimindan ziyade belirli habitatlara adaptasyona dayanan ekolojik yaklasim
cogunlukla bitki patojeni funguslar i¢in kullanilmaktadir. Modern filogenetik analizlerin
oncesinde gelisen biyolojik yaklasim tiirler i¢indeki gen degisimi (6rnegin eseyli ve
paraseksiiel {ireme) iizerinde durmaktadir (Guarro ve ark., 1999; Davis (1995)’den). iki
giincel ve onemli gelisme sistematikteki geleneksel yaklagimlari etkilemis ve Onemli
degisikliklerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bunlar, modern sistematik igerisindeki
filogenetik yaklagimlar ve bu yaklagimin molekiiler tekniklerle birlestirilmesidir. Buna
ornek olarak DNA niikleotid dizileri kullanilarak filogenetik iligkilerin belirlenmesidir. Bu
yeni yaklasim Ozellikle eseyli liremenin gozlenmedigi (Deuteromycetes) fungal gruplarin
sistematiginde 6nemli katkilar saglamaktadir (Guarro ve ark., 1999).

Funguslar eseyli ve eseysiz lireme dongiilerini doniisiimlii olarak gerceklestirirler.
Fungal populasyonlarin genetik yapist her bir nesildeki eseyli ve eseysiz liremenin
katilmiyla sekillenmektedir (Chen ve McDonald, 1996). Ancak yasam dongiisii i¢inde
eseyli donemi tespit etmek her zaman miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle funguslarda
eseysiz lireme yapilarina gore anamorfik formlar1 ¢alismak pratik bir uygulama olmustur.

Teleomorfik durumu degisik cinsler (Thanatephorus, Waitea, Ceratobasidium vs.)

icinde degerlendirilen funguslarin anamorfik formu olan Rhizoctonia form cins de



Condolle (1815) tarafindan kurulmustur. Kiithn tarafindan 1858 yilinda bilim diinyasina
tanitilan Rhizoctonia solani Kihn [teleomorf: Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk]
tiiri en c¢ok calisilan tiirdiir (Sneh ve ark., 1991). Rhizoctonia cinsinin karakteristik
ozellikleri: a) kahverengi hifal pigmentli, b) gen¢ vejetatif hif hiicrelerinin merkezden uzak
septumlarinin yakinlarinda dallanma, c) hif dallarinin orijin noktasindan kisa bir uzaklikta
hif daralmasi ve septum olusumu, d) dolipore septa, e) genc¢ vejetatif hiflerde cok
cekirdekli hiicrelerdir (Sneh ve ark., 1991; Parmater ve Whitney (1970)’den).

Rhizoctonia form cinsi i¢inde degerlendirilen R. solani’ye goére cok az calisma
yapilmis olan Waitea circinata var. zeae (Rhizoctonia zeae) ise Voorhees tarafindan
misirin ¢iiriimiis olgun basaklarindan izole edilmistir (Voorhees, 1934). Piringte, italyan
darisinda ve Agrostis palustri’de (Lee, 2004) fasulye ve soya fasulyesi bitkilerinde (Erper
ve ark., 2005), Ingiliz ¢ciminde, Agrostis, Beta, Cucumeris, Daucus, Fescuta, Helianthus,
Oryza, Sarghum, Triticum ve Zea tiirlerini igine alan bir¢ok bitkide (Vajna ve Oros, 2005),
seker pancar1 ve soganda (Erper ve ark., 2006) hastalik olusturmaktadir.

Bu calismanin amaci, bir¢ok bitkide hastalik olusturan patojen fungus Waitea
circinata var. zeae’nin diinyanin bircok farkli yoresinden (ABD, Brezilya, Japonya,
Macaristan, Tayvan ve Tiirkiye) elde edilen izolatlarinin molekiiler teknikler kullanilarak

genetik ¢esitliliginin belirlenmesidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Funguslar

2.1.1. Funguslarin Genel Ozellikleri

Funguslar Eucarya domaini i¢inde yedi boliimden olusan biiyiik bir gruptur (Hibbett
ve ark., 2007). Fungi alemi hifal veya hifal yapilarla iliskili tiirleri icermektedir (Carlile ve
ark., 2001). Hiicre duvarlar kitinden olusmaktadir. Fotosentetik pigment icermezler,
dolayisiyla besinlerini diger canlilarin hazirladigi organik maddelerden absorbsiyonla
alirlar. Biiyiik bir cogunlugu toprakta ve olii bitkisel atiklar iizerinde yasarlar. insan,
hayvan ve bitkiler {izerinde parazit olabilen funguslar ¢ogunlukla aerob canlilardir
(Madigan ve Martinko, 2006).

Eseyli ve eseysiz iireme davraniglari funguslarin siniflandirilmasinda kullanilan
onemli bir karakterdir. Yasam dongiisiinliin eseyli sathasi teleomorf, eseysiz safhasi
anamorf olarak adlandirilir. Eseyli lireme yapilarin1 tamamen kaybetmis ve eseysiz iireyen
gruplar bulunmaktadir (Carlile ve ark., 2001). Bazilar1 sadece anamorfik durum yani
aseksiiel {ireme gosterir. Ornegin, mitosporik funguslar anamorfik sathaya gore
simiflandirilirlar (Burnett, 2003). Eseyli iireme, farkli gruplarda karakteristik sporlarin
iiretimine de yol agmaktadir. Buna gore zigospor olusturan funguslar Zygomycetes,
askospor olusturan funguslar Ascomycetes ve basidiospor olusturanlar Basidiomycetes
olarak adlandirilirlar (Carlile ve ark., 2001). Baz1 funguslarda ise bu iki satha ayn1 yasam
dongiistinde bulunabilir, bu durum holomorf olarak adlandirilir (Burnett, 2003).

Ascomycetes ve Basidiomycetes gibi gelismis funguslarin hifleri ¢ok sayida septuma
sahiptir. Bununla birlikte Ascomycetes ve Basidiomycetes’in diger bir genel 6zelligi, fungal
koloni i¢indeki bir hifin diger bir hifle temas ettiginde birlesebilmesidir. Hifal anastomoz
olarak adlandirilan bu olay ayni zamanda biiyiik frutifikasyon organlari olusturmak i¢in
bazi Ascomycetes ve Basidiomycetes miselyumlarinin kontroliindeki dnemli bir etken
olabilmektedir. Septumlar ve hifal anastomoz c¢ogunlukla Zygomycetes ve
Chytridiomycetes lyelerinde goriilmemektedir. Bu organizmalar ‘ilkel funguslar’ olarak
isimlendirilirken, Ascomycetes, Basidiomycetes ve ilgili formlar ‘gelismis funguslar’ olarak

isimlendirilmektedir (Carlile ve ark., 2001).



Eseyli donemlerinde olusturulan sporlara ek olarak, bircok Ascomycetes ve
Basidiomycetes eseysiz spor tipleri de olusturmaktadirlar. Eseyli donemi olmayan sadece
eseysiz sporlar iireten bircok tiir vardir. Fakat hiflerinde enine septumlarin bulunmasi,
onlar1 gelismis funguslar olarak degerlendirmemizi saglar. Bu organizmalar mitosporik
fungus olarak bilinmekte ve sporlar1 mayozla degil mitozla olusmaktadir. Onceden bu
funguslar Deuteromycetes veya Fungi Imperfecti olarak isimlendiriliyor ve eseyli dénemi
kesfedildiginde bir  Ascomycetes ve Basidiomycetes olarak yeniden
siniflandirilabiliyorlardi. Ancak su anda DNA dizi analizleri bu gruplarin en yakin eseyli
akrabalariyla birlikte siniflandirilmalarini olanakli hale getirmektedir (Carlile ve ark.,
2001).

Eseyli lireme dongiilerini kaybeden fungus gruplarinda genetik rekombinasyon
anastomoz aracilifiyla saglanir. Anastomoz reaksiyonuyla genetik rekombinasyonun
meydana gelmesi paraseksiialite olarak adlandirilmaktadir. Bu durum daha Oncede
belirtildigi gibi hifal anastomoz yapan bazi Ascomycetes ve Basidiomycetes gruplarinda

goriilmektedir (Kendrick, 2000).

2.1.2. Funguslarin Tarihcesi

Basidiomycetes ve Ascomycetes’in biiyiik frutifikasyon organlar1 eski zamanlardan
beri insanlarin dikkatini ¢ekmis ve c¢ogunlukla tecriibeye dayali olarak sarap, bira
fermentasyonunda ve ekmek yapiminda funguslar1 kullanmslardir. ilk olarak Charles de
L’Ecluse 16. yilizyillda c¢ok sayida fungusu, bi¢im, gorliniis ve faydast bakimindan
tanimlanmistir. Joseph Pitton de Tournefort 17. yiizyilda cinsleri detayli tanimlayarak bir
hiyerarsik sistem olusturmustur. Funguslari: (a) sapkali merkezi sapli; (b) sapkasiz merkezi
sapli; (¢) yandan sapli; (d) myxomycetes igeren sapsiz yuvarlak; (e) toprakalti formalar1 ve
(f) koraloid (corraloid) formlar1 olarak alt1 grup i¢inde ayirmistir. Funguslarin nasil iiredigi
ise bu donemde bilinmemekteydi ve ¢lirliyen maddelerden kaynaklandiklarina
inanilmaktaydi. Deneysel caligsmalara dayanan fitopatoloji ise Mathieu Tillet tarafindan 18.
yiizyillda baslatilmistir. Funguslarda ilk sistematik caligmalar morfolojik verilere
dayandirilmistir. Heinrich Anton de Bary tarafindan 19. yiizyilda eseyli ve eseysiz lireme,
gelisme ve funguslarin parazitizmi konusunda Onemli belgelerin yayinlanmasiyla

mikolojik arastirmalarda yeni bir dénem baglamistir (Drews, 2000).



1893°te Pierre Dangeard bir pas fungusunda ve 1894’de Peziza teleutosporlarinda
niiklear fiizyonu gozlemlemistir. Gelisimsel biyolojideki bu ilerleme funguslarin modern
taksonomisinin temelini olusturmustur (Drews, 2000).

Funguslarin ilk sistematigi Christian Persoon tarafindan 19. yiizyilda yayilanmistir.
Bu ilk sistematik calisma sadece morfolojik veriye dayanmaktaydi. De Bary funguslarin
siiflandirmasi i¢in gelisme sathalar1 ve eseyin onemine vurgu yapmistir. (Drews, 2000).
Mikroskobik karakterler yiiksek c¢oziintirliiklii elektron mikroskobuyla 1960’larda
incelenmeye baslamis ve bu sayede yeni yapilar ve iliskiler ortaya ¢ikarilmistir (Celio ve
ark., 2006; Bracker (1967)’dan).

Elektron mikroskobuyla c¢alisilan ultrastructure (ince yapi) ve konak-parazit
etkilesimleri gibi yeni teknikler de bazi fungal gruplarin (Ornegin, R. solani)
arastirmalarinda kullanilmistir (Sneh ve ark., 1996; Naiki ve Ui (1974) ve Lisker ve ark.
(1976)’dan).

1990°’lh yillarin baglarinda PCR’la c¢ogaltilmis ribozomal RNA genlerinin
analizleriyle fungal taksonomide molekiiler devrim yasanmistir (White ve ark., 1990). Bu
stiregte ribozomal DNA polimorfizmi (Sneh ve ark., 1996; Liu ve ark. (1993)’dan), RAPD
analizi (Sneh ve ark., 1996; Duncan (1993)’dan) ve diger molekiiler teknikler ortaya
cikmigtir. Molekiiler veri setlerinin analiziyle birgok beklenmeyen ve aciklanamayan
iligkiler ortaya ¢ikarilmistir (Celio ve ark., 2006; James ve ark. (2000)’dan). Giiniimiizde
fungal molekiiler sistematik, multilokus veri setlerinin kullanildigi, yaygin takson
orneklemelerinin yapilabildigi standart bir islem haline gelmistir. Molekiiler analizler ayni
zamanda daha Once funguslar icinde siniflandirilan bazi heterotropik Okaryotlarin da
gruptan ¢ikarilmasina neden olmustur. (Lutzoni ve ark., 2004).

Bu gelismeler 151831nda geleneksel olarak botanigin bir alt dali gibi goriilen mikoloji
(Lutzoni ve ark., 2004) Plantae aleminden tamamen ayrilmistir (Cavalier-Smith, 1998;
Whittaker (1969) ve Carlile ve Watkinson (1994)’dan). Fungi alemi icin tek tip bir
siniflandirma olusturma c¢abalar1 oldukca eski olmakla birlikte, 2004 yilinda
gerceklestirilen “Deep Hypha 2004 Arizona” konferansi bir baslangic olmus ve 2006
yilinda bu calisma ortak bir filogeni konusunu ciddi bir sekilde glindeme getirmistir
(Blackwell ve ark., 2006).

Bu siireg, AFTOL adi verilen su anda da devam eden biiyiik bir projenin de

baslamasina neden olmustur. 200 tiir ile yapilan calismada alt1 gen (nuc-ssu (¢ekirdek



kiigiik alt birim - nuclear small subunit), nuc-Isu (¢ekirdek biiyilik alt birim - nuclear large
subunit) ve 5.8S rRNA, rpbl, rpb2 ve tefl) drneginin veri setleri degerlendirilerek filogeni
gozden gecirilmistir. AFTOL projesiyle devamli yenilenen veri tabani da diinya ¢apinda
internet ortaminda ulagabilen molekiiler ve molekiiler olmayan (6rnegin morfolojik)
karakterlerin genis bir veri setini kullanima sunmaktadir (Hibbett ve ark., 2007).

Molekiiler tekniklerdeki gelismeler organizmalarin genom analizini de olanakli hale
getirmistir. Bu ¢ercevede diger organizmalarla birlikte bir¢ok fungal organizmanin genomu
biiyiik dl¢iide ¢oziilmiistiir. Fungal organizmalarla ilgili bu genom verileri birbirleriyle ve
bireysel gen calismalarinda elde edilen veri setleriyle karsilastirilmaktadir. Bu
calismalardan elde edilen sonuglar da gen seviyesindeki filogenetik ¢aligmalarin

sonuclarini dogrular niteliktedir (Wapinski, 2007).

2.2. Rhizoctonia Form Cinsi

Rhizoctonia cinsi 1815°de de Candolle tarafindan tanimlanmistir. Rhizoctonia’nin
en Onemli tiirli olan R. solani 1858’de Kiihn tarafindan tanimlanmasina karsin, tip tiir
olarak R. crocorum (Pers) D.C. belirlenmistir. R. solani’nin tarihi neredeyse bitki
patolojisinin tarihi kadar uzundur. ik yayn, irlanda’da ciddi bir patates kithgna yol agan
patates ge¢ yanikliginin Avrupa’da patlak verdigi dsnemde yaymlanmistir. ilk rapordan bu
yana Rhizoctonia’nin patolojisi, taksonomisi, ekolojisi ve hastalik kontrolii genis bir
sekilde tartisilmistir. Rhizoctonia raporlar bitki patolojisiyle ilgili tim raporlarin %3 inii
olusturmaktadir (Sneh ve ark., 1996).

Rhizoctonia cinsinin smiflandirilmasinda Rhizoctonia solani’nin 6zellikleri cins
seviyesine yiikseltilerek kullanilmistir. Buna gore: (1) geng vejetatif hiflerdeki dallanmanin
distal bolmenin yaninda meydana gelmesi, (2) hifal dallarin orijin noktasina yakin bir
bolgede bir bdlme olusturmasi ve dallanma noktasinda hifin bogumlanmasi, (3)
sklerosyumlarin rind ve medulla olarak farklilagmamasi, (4) kanca yapisi (clamp
connection), konidium ve rhizomorf bulunmamasi, (5) dolipor bdlme bulunmasi
Rhizoctonia form cinsinin genel 6zellikleridir (Sneh ve ark., 1991).

Besinsel (Priyatmojo ve ark., 2002; Ogoshi ve Ui (1979)’dan), molekiiler
(Priyatmojo ve ark., 2002; Jabaji-Hare ve ark. (1990), Duncan ve ark. (1993) ve Keijer ve
ark. (1996)’dan), biyokimyasal teknikler (Priyatmojo ve ark., 2002; Kelens ve Peumans



(1991), Stevens-Johnk ve Jones (1993) ve Matsumoto ve Matsuyama (1999)’dan) ve yag
asidi kompozisyonlarinda nicel ve nitel farkliliklarin analizini (Priyatmojo ve ark., 2002;
Stevens-Johnk ve ark. (1993), Stevens-Johnk ve Jones (1994), Matsumoto ve ark. (1997)
ve Baird ve ark. (2000)’dan) iceren bir¢ok yontem Rhizoctonia spp.’nin ayirt edilmesinde
kullanilmistir.

Rhizoctonia cinsi, Basidiomycetes’in farkli takimlarma ait taksonomik olarak
cesitlilik gosteren bir grup anamorfik fungus icerir (Sen ve ark., 1999). Buna gore ¢cogu
Rhizoctonia tirii vejetatif hifal hiicrelerindeki c¢ekirdek sayisina gore {i¢ gruba
ayrilmaktadir. Her bir hiicresinde ikiden fazla g¢ekirdek iceren (multiniikleat) tiirler: R.
solani (teleomorf: Thanatephorus cucumeris (A. B. Frank) Donk), R. oryzae Ryker ve
Gooch (teleomorf: Waitea circinata var. oryzae Warcup ve Talbot), R. zeae Voorhees
(teleomorf: Waitea circinata var. zeae) (Ogoshi, 1987) ve R. agrostis Toda (teleomorf:
Waitea circinata var. agrostis) (Toda ve ark., 2007) iginde yer alirlar. Her bir hiicresinde
iki adet ¢ekirdek igeren (biniikleat) tiirler: Ceratobasidium D. P. Rogers ve Tulasnella J.
Schrot cinslerindeki teleomorflarin  bazilariyla 40’dan fazla taksondan meydana
gelmektedir (Ogoshi, 1987). Her bir hiicresinde bir ¢ekirdek igeren (uniniikleat) tiir ise

Ceratobasidium bicorne tiirli ile temsil edilmektedir (Gronberg ve ark., 2003)

2.2.1. Rhizoctonia spp. Uzerine Cahismalarin Sonuclari

Rhizoctonia form cinsinin kurulmasini takiben 19. yy’da 32 takson rapor edilmistir.
Ama bunlarin ¢ogu Rhioctonia’ya ait olmadig1 ve bazilarinin daha 6nce tanimlanan tiirlerin
sinonimleri oldugu tespit edilmistir. 19. yy’daki tiirlerden sadece ikisi (R. crocorum ve R.
solani) su anda genel kabul gormektedir (Sneh ve ark., 1996). Rhizoctonia spp.’nin
anamorflari, ¢ok ¢ekirdekli olan Rhizoctonia solani, Rhizoctonia zeae, Rhizoctonia oryzae
(Barnet ve Hunter, 1998) ve Rhizoctonia agrostis (Toda ve ark., 2007), iki ¢ekirdekli
Rhizoctonia ve tek c¢ekirdekli Rhizoctonia form tiirleri igerisinde yer almaktadir (Barnet ve
Hunter, 1998).

Cok cekirdekli Rhizoctonia solani’nin patojenik 6zellikleri, sklerosyum morfolojisi,
besi ortami tizerindeki kiiltiirel 6zellikleri, fizyolojik karakteristikleri ve benzer 6zellikleri
acisindan varyasyon gosterdigi gozlemlendikten sonra, pek c¢ok alt grubunun oldugu

diisiiniilmiis ve R. solani’yi uygun gruplara yerlestirmek icin pek cok arastirma yapilmistir



(Ogoshi, 1987). Bununla birlikte giinlimiizde R. solani kompleksi icerisindeki gecerli olan
siniflandirma, biliylik oranda izolatlarin anastomoz gruplari icerisinde gruplandirilmasina
dayanmaktadir (Cubeta ve Vilgalys, 1997).

Diger cok ¢ekirdekli Rhizoctonia tiirlerinden R. zeae ve R. oryzae piring, misir,
bugday, arpa, ¢esitli baklagillerin ve Agrostis palustris’in patojeni olan tiirlerdir (Kataria
ve ark., 1991; Christensen (1979), Neate (1985), Wong ve Sivasithamparam (1985) ve
Burton ve ark. (1988)’dan). R. agrostis’in ise Agrostis stolonifera’nin patojeni oldugu
rapor edilmistir (Toda ve ark., 2007).

Iki ¢ekirdekli Rhizoctonia spp. izolatlarnin da anastomoz gruplar1 seklinde
gruplandirildigi rapor edilmistir (Sneh ve ark., 1991). Bu grupta bulunan tiirler dogada
genellikle R. solani grubunun iiyeleri ile iliski icerisindedirler. Biniikleat Rhizoctonia’larin
patojen olmayan tiirleri icerisinden bazi gruplar orkidelerin mikorizal endofitleri ve diger
patojenik Rhizoctonia’larin biyolojik kontrol ajanlari olarak oOnemlidirler (Vilgalys ve
Cubeta, 1994).

Tek c¢ekirdekli Rhizoctonia izolatlarin tek bir AG temsil eden yiiksek oranda
korunmus anamorfik ve teleomorfik karakterler gosterdigi tespit edilmistir. Bu anastomoz
grubu Finlandiya ve Norve¢ fidanliklarinda kok geri liimii (root dieback) hastaliginin
bulundugu Sar1 ¢am (Pinus sylvestris) ve Norve¢ ladini (Picea abies) fidelerinin agik

koklerinden tanimlanmistir (Gronberg ve ark., 2003).

2.3. Teleomorf: Waitea circinata Hakkinda Genel Bilgi

Waitea circinata’yt Warcup ve Talbot koloni morfolojilerinin farkliliklarina
dayanarak tii¢ varyete i¢inde siiflandirmistir: W. circinata var. circinata, W. circinata var.
oryzae ve W. circinata var. zeae (Toda ve ark., 2005; Gunnell (1986)’den). Bununla
birlikte Agrostis stolonifera’da hastaliga neden olan yeni bir varyete Toda ve ark. (2007)
tarafindan W. circinata var. agrostis olarak tanimlanmistir. W. circinata var. circinata’nin
anamorfik ismi atanmamasina ragmen, R. oryzae, W. circinata var. oryzae; R. zeae, W.
circinata var. zeae (Toda ve ark., 2005; Gunnell (1986)’den); R. agrostis ise W. circinata
var. agrostis teleomorfik isimleriyle kullanilmaktadir (Toda ve ark., 2007).

W. circinata var. circinata koyu kahverengi, W. circinata var. oryzae beyazdan

turuncuya, W. circinata var. zeae somon renginden turuncuya degisik renklerde ve W.



circinata var. agrostis’te ise agik sar1 renke koloni rengi goriilmektedir (Toda ve ark.,
2007).

W. circinata var. circinata portakal renginden koyu kahverengine, ¢apt 2 mm kadar
olabilen olabilen yuvarlak sklerosyumlar olusturur; W. circinata var. oryzae portakal
renginden somon rengine, degisen sekillerde sklerosyumlar olusturur; W. circinata var.
zeae portakal renginden kahverengine, ¢capt 1 mm’ye kadar de§isen boyutlarda diizenli
sekilli sklerosyumlar olusturmaktadir (Toda ve ark., 2005; Leiner ve Carling (1994)’den)
ve W. circinata var. agrostis acik saridan koyu kahverengine, 1-3 mm capinda degisen
sekilli sklerosyumlar olusturmaktadir (Toda ve ark., 2007).

W. circinata var. oryzae ve W. circinata var. zeae sirastyla Waitea anastomoz
gruplart WAG-O ve WAG-Z olarak ayrilmistir. Hifal fiizyon her bir gruba ait izolatlar
arasinda sik sik meydana gelirken iki grup arasinda nadiren goriilmektedir (Toda ve ark.,

2005; Oniki ve ark. (1985)’dan).

2.4. Rhizoctonia zeae ve Olusturdugu Hastaliklar

R. zeae (W. circinata var. zeae) beyazdan turuncuya degisen koloni rengine (Toda
ve ark., 2007), portakal renginden kahverengine yaklasik 1 mm c¢apinda diizenli sekilli
sklerosyumlar olusturmaktadir (Toda ve ark., 2005; Leiner ve Carling (1994)’den). Waitea
circinata var. zeae anastomoz WAG-Z i¢inde yer almaktadir (Toda ve ark., 2005; Oniki ve
ark. (1985)’dan).

1932’nin yazinda misirin ¢iiriimiis olgun basaklarindan W. circinata var. zeae izole
edilmistir (Voorhees, 1934). Bir patojen olarak ilk defa 1934°de belgelenen W. circinata
var. zeae piring ve Italyan darismin sklerosyal hastaliklarina, cam fideleri ve legiimlerin
cokerten hastaliklarina (damping-off) neden olmaktadir (Lee, 2004; Saksena ve Vaartaja
(1960); Wong ve Sivasithamparam (1985) ve Sneh ve ark. (1998)’dan).

Eremochloa ophiuroides, Stenotapharum secundatum, Cynodon dactylon, Festuca
arundinacea ve Agrostis palustris hastalik olusturmaktadir (Burpee ve Martin, 1992).

Fasulye ve soya fasulyesi koklerinde ve hipokotillerde superfisial kahverengi
lezyonlar olusumuna yol agmaktadir (Erper ve ark., 2005).

Ingiliz ¢iminin yapraklarinda kahverengi lezyonlara ek olarak kdok ve govde

tizerinde nekrotik lezyonlar1 olusturmaktadir (Vajna ve Oros, 2005).
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Seker pancar ¢iiriikliigline (Erper ve ark., 2006; Kuznia ve Windels (1994)’den),
sogan koklerinde hastalik olusumuna (Erper ve ark., 2006) neden olmaktadir.

Sicak bolgelerde Agrostis, Beta, Cucumeris, Daucus, Fescuta, Helianthus, Oryza,
Sarghum, Triticum ve Zea tirlerini igeren bircok bitkide hastalik nedeni olarak yer
almaktadir (Vajna ve Oros, 2005).

Semptom olusumu konak tiirlere ve kiiltiir yonetim uygulamalarina bagl
olmaktadir. Daha yiiksek bicilen ¢imenlerde W. circinata var. zeae R. solani’nin neden
oldugu lezyonlara benzer yaprak lezyonlarindan izole edilmistir. Sicak mevsim ¢imlerinde
W. circinata var. zeae tarafindan olusturulan yaprak lezyonlar1 yaprak kininin daha asagi
taban kisminda yerlesmektedir. W. circinata var. zeae golf deliginin ¢evresindeki Agrostis
palustris lzerinde griden sariya degisen renkte yay veya halka gibi bir goriintii
olusturmaktadir. Semptomlar R. solani tarafindan olusturulan ‘kahverengi yama’ya
benzerlik gosterir ve semptomlara dayanarak giivenilir ayrim yapilamamaktadir (Burpee ve

Martin, 1992).

2.5. Rhizoctonia Sistematiginde Kullanilan Yontemler

Rhizoctonia form cinslerinin taksonomik olarak belirlenmesinde morfotaksonomik
kriterler halen gecerli olmakla beraber daima dogru ve elverisli sonuglar vermemektedirler
(Sharon ve ark., 2006). Rhizoctonia spp’nin siniflandirmasinda ilk basamak hiicrenin
cekirdek durumunun (MNR (¢ok c¢ekirdekli), BNR (iki ¢ekirdekli) ya da UNR(tek
cekirdekli)) belirlenmesi ve test izolatlartyla karsilastirilarak hiflerin  anastomoz
yeteneklerinin tespit edilmesidir (Sneh ve ark., 1991).

Anastomoz gruplari i¢inde Rhizoctonia spp.’nin tayini veya siniflandirilmasi i¢in
klasik hifal flizyon yontemi sik¢a kullanilmaktadir. Halen gecerliligini korumakta olup son
yillarda DNA-temelli molekiiler yontemlerin kullanimiyla genetik olarak da
desteklenmektedir. Fakat bazi Rhizoctonia spp. izolatlarinin diger izolatlarla, bazi
izolatlarin da kendi kendine anastomoz yapma kabiliyetini kaybetmis olmalarindan dolay,
anastomoz reaksiyonlar1 bir izolatin uygun AG igine yerlestirilmesinde ve dogru bir
sekilde siniflandirilmasinda yeterli olmayabilmektedir (Sharon ve ark., 2008).

Hifal flizyon (anastomoz reaksiyonlar1) siireciyle iliskili genler ve ilgili gen

ekspresyonlar1 heniiz tam olarak tespit edilememistir. Ayn1 AG’a ait izolatlarin tiimiiniin



11

diistik siklikta fiizyon olusturmasinin veya fiizyon yapmamasinin nedeninin, farkli genetik
ve evrimsel uzakliktan kaynaklanmasindan ziyade; bu genlerin bir veya bir¢ogunun
gecirdigi bazi kiigiik mutasyonlar nedeniyle olabilecegi diisiiniilmektedir (Sharon ve ark.,
2008).

Hifal anastomoz reaksiyon tipleri 400x biiyiitmede gozlenme durumlarina gére dort
kategorili (C0O-C3) bir sistem olusturmustur. Buna goére: C3 tipi hifal anastomoz yapan
hiicrelerin duvarlar1 ve hiicre zarlar1 kaynasir. Anastomozun oldugu nokta ¢ogunlukla
belirgin degildir. Anastomoz yapan hiicreler ve komsu hiicreler bazen 6lebilir. Yakin
iligkili izolatlar yani ayni anastomoz gruplari, aynmi vejetatif olarak uyusabilen
populasyonlar ve ayni izolatlar arasinda bu tip bir anastomoz goriilmektedir. C2 tipi hifal
anastomoz yapan hiicrelerde ise hiicre zar1 birlesmesi kesin olarak olmazken, duvar temasi
olduke¢a aciktir. Anastomoz noktasinin yeri bellidir. Anastomoz yapan hiicreler ve komsu
hiicreler her zaman oliir. iliskili izolatlar arasinda yani anastomoz gruplari ayni olan fakat
vejetatif olarak uyusabilen farkli populasyonlar arasinda meydana gelen anastomoz tipidir.
C1 tipi hifal anastomozda ise anastomoz yapan hifler ve hiicre duvarlar1 arasinda temas
vardir. Fakat hiicre duvar1 penetrasyonu ve membran-membran temasina dair bir kanit
yoktur. Bazen anastomoz yapan hiicrelerden biri veya her ikisi de olebilir. Uzak iliskili
izolatlar yani farkli veya ayni anastomoz gruplar1 arasinda olan hifal anastomoz
reaksiyonlarin1 ifade eder. CO tipi hifal anastomoz yapan hiicreler arasinda etkilesim
yoktur. Iliskisiz, farkli anastomoz gruplari arasinda olan hifal anastomoz reaksiyonlarini
ifade eder (Sneh ve ark., 1996; Carling ve ark. (1988) ve Macnish ve ark. (1993)’dan).

Anastomoz reaksiyonlarinda bir diger yontem, makroskobik incelemedir. R.
solani’nin genetik yapisinin arastirildigi bazi ¢aligmalarda patates dekstroz komiir agar
(PDCA) ortaminda iki farkli homokaryotik izolat eslestirildikten sonra aralarindaki temas
bolgelerinde olusan kiimelerin (tuft) incelenmesi, heterokaryon olusumunun iyi bir
gostergesi olmustur (Qu ve ark., 2008; Whitney ve Parmeter (1963), Adams ve Butler
(1982), Anderson (1982) ve Julien ve ark. (1996)’dan). Makroskobik ve mikroskobik
anastomozun birlikte uygulandig1 c¢alismalarda ise bu iki anastomoz seklinin birbirleriyle
iligkisi su sekilde belirlenmistir: mikroskobik anastomoz C2 — makroskobik anastomoz tuft
(T); mikroskobik anastomoz C3 — makroskobik anastomoz merge (M) (Macnish ve ark.,

1997).
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rRNA genlerinde kodlanan DNA dizileri 6zellikle ara transkripsiyon bolgeleri (ITS1
ve ITS2) ve aradaki 5.8S alt {initesi fungal tiirlerdeki genetik cesitliligin belirlenmesi,
filogenetik ve taksonomik akrabaligin degerlendirilmesinde oldukg¢a kullanislidir (Bruns ve
ark. 1991). Rhizoctonia spp. siniflandirmasi igin ¢esitli molekiiler siniflandirma yontemleri
arasinda rDNA-ITS dizi analizi giinlimiizde en uygun ydntem olarak goriilmektedir
(Sharon, 2008).

Anamorfik klasik taksonomide Rhizoctonia form cinsine ait ii¢ biiyiik grup bulunur;
MNR (teleomorf Thanatephorus ve Waitea), BNR (teleomorf Cerataobasidium ve
Tulasnella), ve UNR (teleomorf Cerataobasidium ). Aslinda Rhizoctonia spp. hifal flizyon
esas alinarak anastomoz gruplar1 ve dahasi alt gruplar i¢inde ayrilmigtir. PCR (polimeraz
zincir reaksiyonu - polymerase chain reaction) ve ¢esitli molekiiler ve biyokimyasal veriler
mevcut anastomoz gruplar1 arasindaki genetik iliskiyi, dolasiyla siniflandirmanin
dogrulugunu biiyiilk oranda dogrulanmistir. Bu yontemlerdeki cesitlilik AG’ler ve alt
gruplara ait izolatlarin dogru teshisi icin PCR temelli diagnostik 6zelliklerin gelismesini
saglamistir. Son yillarda c¢esitli molekiiler markerlarin kullanimi ile dogal Rhizoctonia
spp.’nin genetik yapisiyla ilgili 6nemli bilgiler elde edilmistir. Rhizoctonia spp’nin
siiflandirmasi i¢in kullanilan g¢esitli molekiiler yontemler; izoenzim analizi, total hiicre
yag asidi analizi, elektroforetik karyotiplendirme, DNA-DNA hibridizasyonu, RAPD
temelli DNA fingerprint, AFLP (cogaltilmis fragmentlerin uzunluk polimorfizmi -
amplified fragment length polymorphism), repetitif probe, AT ce zengin DNA RFLP,
“single-copy” niikleer RFLP, rDNA RFLP, ve rDNA dizi analizidir. izolatlar arasindaki
cesitlilik ve genetik iligkileri belirlemek i¢in farkli molekiiler yontemlerin kullanim

kolaylig1 ve faydalari birbirinden farkli olmaktadir (Sharon ve ark., 2006).
2.6. Rhizoctonia Sistematiginde Kullanilan Genetik Markerlar
2.6.1. Total DNA
Mikolojide bir fungustaki DNA’nin &zelliklerinin arastirilmasina yonelik ilk
calismalar 1970’11 yillarin sonu ile 1980’11 yillarin baslarina rastlamaktadir (Bridge, 2002;

de Bertoldi ve ark. (1973)’dan). Ilk kullanimda % GC (Guanin-Sitozin) orani olarak

adlandirilan degerlerin belirlenmesi amaglanmistir. Humicola ve Rhizoctonia grubu % GC
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oranlar1 bakimindan arastirilmistir (Bridge, 2002; de Bertoldi ve ark. (1973) ve Kuninaga
ve Yokosawa (1980)’dan). Bu yontemin en 6nemli smirlayict yani, % GC degerindeki
farkliliklarin organizmalar arasindaki farkliliklar1 kesin olarak ifade etmemesidir.

Total DNA kompozisyonlarini ele alan bir diger yaklassm DNA/DNA
hibridizasyonudur ve burada DNA’nin ¢ift zincirli/tek zincirliliginin tersinirligi
kullanilmaktadir. Oncelikle, iki organizmanin toplam DNA’s1 elde edilir. Bu DNA’lar tek
zincir haline getirildikten sonra karistirilir. Bir organizmadan almman DNA ipligi diger
organizmalardan alinan DNA ipligi bir araya getirildiginde olusan komplemantasyonun
derecesi iki organizma arasindaki DNA iligkisini gosterir (Bridge, 2002).

Fungal genomlar yiiksek bitkilerin genomlarindan kiiciiktiir ve bu nedenle DNA
hibridizasyon c¢aligmalar1 i¢in uygun bulunmaktadir. DNA-DNA hibritleme yonteminde
kullanilan spektrofotometrik veya izotopik analizler R. solani’de 1980’lerin ortalarinda
uygulanmistir (Sharon ve ark., 2006; Kuninaga ve Yokosawa (1985) ve Vilgalys
(1988)’dan). Bu yontemle dogrulanmis R. solani genomik DNA benzerlikleri, anastomoz
gruplamasinin ilk agik delilleri olabilir. AG (anastomoz grubu)’lar1 arasindaki izolatlarin
DNA benzerligi sadece <%30 iken, ayni AG igindeki izolatlar arasinda >%80 kabul
edilmektedir (Sharon ve ark., 2006; Carling ve Kuninaga (1990) ve Kuninaga (1996)’dan).
DNA hibritlesmesi kuskusuz paralog ve ortolog genleri ihtiva eden melez (cross) dizilerin
DNA benzerliklerinin 6l¢iisii olmaktadir. Dolayisiyla R. solani’de biyolojik tiirler olarak
ayrilabilen AG’larmin belirlenmesi i¢in bu ydntemin uygun oldugu tespit edilmistir
(Sharon ve ark., 2006; Sneh ve ark. (1991) ve Kuninaga (1996, 2002)’dan). Fakat
AG’larimin hiyerarsisi, farkli anastomoz gruplar arasindaki diisiik hibridizasyon seviyeleri
nedeniyle; karsilastirmali DNA hibridizasyon benzerlik degerleriyle ¢oziilememektedir.
1990’dan itibaren ortaya ¢ikan daha uygun yontemler sayesinde AG’larinin ve onlarmn alt
gruplarimin daha detayli ve hiyerarsik filogenetik gruplamalari, basarili bir sekilde
yapilmaktadir (Sharon ve ark., 2006).

2.6.2. Mitokondriyal DNA
Mitokondriyal DNA, ya mitokondrilerin ekstraksiyonu (takiben DNA ¢ikarilmasi)

ya da toplam DNA ekstraksiyonu ve kisimlarina ayrilmasi ile (genellikle yogunluk

gradient santrifiijleme) elde edilebilir. Restriksiyon enzimleriyle mitokondriyal DNA’nin



14

parc¢alanmasi nispeten az sayida fragment olusmasini ve boylece dogrudan RFLP sablonun
olugmasini saglar (Bridge, 2002; Marriott ve ark. (1984)’dan). Funguslarda mitokondriyal
DNA biiyiikliigii oldukca degisken olup 30 kb ila 120 kb uzunlugunda olabilir.
Mitokondriyal DNA bolgeleri genellikle funguslar arasinda iyi korunan genler
icermektedir. Fakat mitokondriyal DNA fazla miktarda kodlanmayan bolge de
icerebilmektedir (Bridge, 2002; Bruns ve Szaro (1992) ve Charter ve ark. (1996)’dan).
Mitokondriyal DNA farkliliklarinin ¢ogu bu kodlanmayan bodlge ve intronlarda
bulunmustur, dolayisiyla mitokondriyal analizler —mikolojide yaygin olarak
kullanilmaktadir. Cok eski bir yontem olmasina ragmen, halen yakin akraba izolatlar veya
tiirlerin karakterizasyonunda kullanigh bir yoldur (Bridge, 2002; Varga ve ark. (1993) ve
Hedgedus ve Khachatorians (1993)’dan). Fakat unutulmamalidir ki mitokondriyal
DNA’nin evrimsel degisme orani niiklear DNA ninkinden oldukga farklidir ve bu yiizden
mitokondriyal dizilerden elde edilen sonuglar niiklear DNA analizinden elde edilen

sonuglarla uyusmayabilir (Bridge, 2002; Tayor (1986) ve Bruns ve ark. (1991)’dan).

2.6.3. Protein Genleri

Dizi hizalamalarinin daha kolay olmasi nedeniyle protein kodlayan genler rRNA
genleri ve ara bolgelere gore bazi1 avantajlar1 vardir. Aktin genleri, kitin sentez genleri,
uzama faktorii-la genleri, B-tubulin genleri ve orotidin 5’-monofosfat dekarboksilaz
genleri fungal ¢aligmalarda kullanilmaktadir. Fakat kitin sentez geni hari¢ bunlarin higbiri
PCR-araciligiyla c¢alisilmamistir. Bu genlerin ¢ogu igin evrensel primerler heniiz

gelistirilmemistir (Bridge ve ark., 1998).

2.6.4. Niiklear rDNA

rRNA genlerinin kodlandigi DNA dizileri funguslarda taksonomik iligkilerin ve
genetik varyasyonun belirlenmesi ¢aligmalarinda yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Funguslarda cekirdek rDNA’s1 (rRNA gen kiimesi) ardisik tekrarlanan rDNA birimleri
olarak organize olmustur (Salazar ve ark., 2000). rRNA gen kiimesi hem ¢ekirdek hem de
mitokondrilerde bulunur ve olduk¢a korunmus ve degisken bolgelerden meydana gelir

(White ve ark., 1990). Her bir birimde {i¢ rRNA geni bulunmaktadir: kiiciik rRNA geni
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(18S vb.), 5.8S rRNA geni ve biiylik rRNA geni (28S vb.). Gen kiimesinin sonunda yer
alan 5S rRNA geni ise fungal taksona bagli olarak tekrarlayan birim ic¢inde olabilir veya
olmayabilir. 5.8S rRNA geni ise funguslarda mitokondriyal genomda bulunmaz.
Korunmus diziler biiyiik alt birim ve kiigiik alt birim genlerinde bulunur. (Dahlman ve ark.,
2000). Alt birimler arasindaki ara (spacer) bolgeleri, ITS (ara transkripsiyon bdlgesi -
internal transcribed spacer) ve IGS (genler arasi bolge - intergenic spacer) olarak
adlandirilir. Bunlar altbirim dizilerinden daha degiskendir ve tek bir cins icindeki tiirler
arasindaki ya da tiir ici (intraspesifik) populasyonlar arasindaki iligkileri belirleyen
calismalarda genis oranda kullanilmaktadir (Sekil 2.1). Funguslarda 18S rDNA bolgesi
nisbeten yavas bir sekilde evrim gegirir ve uzak akraba organizmalarin kiyaslanmasinda
kullanighdir. Ancak kodlanmayan bolge (ITS ve IGS) daha hizli evrim gegirir ve bir tiir
icindeki suslarin ya da bir cins i¢indeki fungal tiirlerin karsilagtirilmasi i¢in kullanighdir.

28S rDNA’nin baz1 bolgeleri de tiirler arasinda degiskendir (Lee ve Taylor, 1992).

Eibozomal XA Gen Eimest
- ITs ~
Ara
1G5 Transkripsiyon 1G5
Ge;ﬂel; arast Bolgesi Ge;ﬂel; arast
dlge J ¥ Glge
Fagilk 5.83 Bityitk
rRITA fRITA fRIA
\_ gem gen gent J

Sekil 2.1. rDNA bolgeleri (Bridge, 2002)

Niiklear rDNA spacer bolgeleri rRNA kodlayan bolgelerden daha hizh
evrimlesirler, ¢linkii spacer bolgelerindeki baz degisimi (substitution) organizmalarda
yasamsal bir etki yaratmamaktadir. Spacer bolgelerinde zorlama olmaksizin dogal
mutasyonlar meydana gelmektedir. Bu da spacer bolgelerinin nispeten yiiksek bir evrimsel
degisim oranina sahip olmasini saglar. Tersine rRNA’y1 kodlayan DNA bolgelerindeki
mutasyonlar protein sentez mekanizmasini olumsuz sekilde etkileyebilmektedir. Bu
nedenle rRNA kodlayan bolgeler spacer bolgelerine nazaran daha fazla korunmustur.
Niiklear rDNA’nin farkli bolgeleri arasindaki evrimsel degisim oranindaki farkliliklar
nedeniyle, niiklear rDNA’nin niikleotid dizisi genis Ol¢ekli filogenetik iliskilerin

anlagilmasinda kullanilmaktadir. Bu filogenetik iligkiler, yasamin temel soy hatlari
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arasindaki iligkilerle yakin iligkili tiirler veya populasyonlar arasindaki iligkileri
kapsamaktadir (Hwang ve Kim, 1999).

Niiklear SSU rDNA bolgesi en fazla korunmus DNA bolgelerinden biridir ve
alemler, boliimler, smiflar ve takimlart ihtiva eden biiyiik filogenetik dallarin
olusturulmasinda kullanilmaktadir (Hwang ve Kim, 1999; Field ve ark. (1988), Abele ve
ark. (1989), Friedrich ve Tautz (1995), Aguinaldo ve ark. (1997) ve Whiting (1998)’den).
Bununla birlikte, Prekambriyan (540 milyon yil dnce) donemine ait filogenetik olaylari
ortaya ¢ikarmada ¢ok basarili olmustur (Hwang ve Kim, 1999).

Kiimenin en kiigiik niiklear rDNA boliimii olan 5.8S rDNA’nin niikleotid koruma
derecesi SSU rDNA’ninki ile benzerlik gosterir, fakat uzunlugu (yaklasik 150 bg) yeterli
filogenetik bilgi icermeyecek kadar kisadir. 5.8S rDNA dizisi yeterli baz miktarina sahip
olmadig1 icin filogenetik calismalarda bu bodlgenin kullanimi tavsiye edilmemektedir.
Niiklear LSU rDNA daha uzundur ve SSU rDNA ile karsilastirildiginda farkl
domainlerinin evrimsel degisim orani bakimindan daha fazla varyasyon gostermektedir.
Birgok farkli domain veya biiyiikk segmente sahiptir, boylece filumlar arasinda dikkate
deger gen ¢esitliligi olusturur. Niiklear LSU rDNA’nin takim veya familya gibi daha kiigiik
kategorik  seviyelerinde filogenetik iliskilerin  calisilmasinda  kullanighh  oldugu
bilinmektedir (Hwang ve Kim, 1999; Friedrich ve Tautz (1997), Hwang ve ark. (1998) ve
Whiting (1998)’den).

Niiklear SSU ve LSU rDNA’lar birka¢ domainden olusmaktadir. Bunlardan bazilari
olduk¢a korunmusken, bazilart korunmamistir. Hizli gelisen bu ¢ok degisken segmentler
‘genis segmentler’ veya ‘degisken bolgeler’ olarak adlandirilmaktadir. Niiklear SSU ve
LSU rDNA’larinin biiyiikliik farkliliklarr temel olarak degisken bolgelerin biiylimesiyle
meydana gelmistir (Hwang ve Kim, 1999; Volger ve ark. (1997), Hwang ve ark. (1998,
2000) ve Choe ve ark., (1999a, 1999b)’dan). Dizileri uzak iliskili tiirler (sinif ve yukarisi)
tam bir hizalama yapilamayacak kadar ¢ok degiskendir. Bu yilizden, niiklear SSU ve LSU
rDNA’larin degisken boélgelerinin niikleotid dizileri bazen familya veya nadiren cinsler
gibi nispeten daha diisiik kategorik seviyeler i¢in kullanilmaktadir (Hwang ve Kim, 1999).

Biiyiik olctide cesitlik gostermelerinde dolay1l, rDNA spacer bolgeleri (IGS ve ITS)
cinsler, tiirler veya populasyonlar gibi daha diisiik kategorik seviyelerde filogenetik
problemlerin ¢oziimiinde kullanilir (Hwang ve Kim, 1999; Morgen ve Blair (1998),
Navajas ve ark. (1998) ve Perera ve ark. (1998)’dan). IGS’in biiyiikliigii (yaklasik 4-5kb)
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ITS bolgelesinden (yaklasik 1kb) ¢ok daha fazladir. IGS’in daha biiylik olmasina bagl
olarak ITS bolgeleri filogenetik uygulamalarda IGS’e gore tercih edilmektedir. Spacer
bolgelerinin RFLP c¢alismalar1 gegtigimiz 50 milyon yil iginde ayrilan yakin iliskili
taksonlar arasindaki filogeniyi anlamak icin kullanilmaktadir (Hwang ve Kim, 1999; Hillis
ve Dixon (1991)’dan). Son yillarda uzun PCR (long PCR) teknolojisinin kullanilmasiyla
oldukga biiyiik IGS’in PCR amplifikasyonu miimkiin olmustur, bu 28S rDNA 3 -ucundan
ve 18S rDNA 5-ucuna dizayn edilen iki primerle gerceklestirilmektedir (Hwang ve Kim,
1999; Ryu ve ark.(1999)’dan). IGS alt tekrarlardan olusur, dizi ve kopya sayis1 degisiklik
gosterir (Hwang ve Kim, 1999).

2.6.5. Biyokimyasal Yontemler

2.6.5.1. izozim Analizi

Izolatlar arasindaki karsilastirmalarda, en etkili yontemlerden biri de bir takim
polimorfik enzim proteinlerinin linear elektroforezidir. Bu amagla kullanilan enzimlerden
biri izozim digeri allozimdir. Bunlardan izozim ayni enzimin farkli molekiiler formlaridir
(Burnett, 2003). Bir baska degisle, izozimler genom tiizerine dagilmis farkli alellerle veya
coklu molekiiler formlar1 olarak tarif edilmektedir. Izozimlerin elektroforetik ayrimi
genetik polimorfizme dayanir, bu da elektroforetik jel lizerinde alellik formlar arasindaki
nisbi degisiklikteki farklililardan sorumlu olan amino asit degisikliklerine neden olur.
Potansiyel olarak izozim analizinde 1) bir fungal grup ya da altgrup i¢indeki yakin akraba
izolatlar arasinda yiiksek seviyede varyasyon gosteren izozimler, genetik farklilik
(¢esitlilik) indikatorii oldugu i¢in; 2) ¢ok sayida izolatin eszamanl olarak tanimlanmasina
olanak sagladig i¢in Rhizoctonia spp’nin populasyon biyolojisi ¢alismalarinda potansiyel
olarak kullanilmaktadir (Sharon ve ark., 2006). izozim analizleri, MNR’lerin (Sharon ve
ark., 2006;. Liu ve ark. (1990), Liu ve Sinclair (1992, 1993) ve Laroche ve ark.
(1992)’dan) ve BNR’lerin (Sharon ve ark., 2006;. Damaj ve ark. (1993)’dan) alt gruplar
ve farkli AG izolatlar1 arasindaki ¢esitlilik ve akrabaligi belirlemek igin kullanilmaktadir.
Genellikle izoenzim elektroforetik sablonu AG’ler arasindaki ve alt gruplar arasindaki
genetik cesitliligin 1yi birer belirleyicisi olmus ve AG kavramimin genetik temellerini

giiclendirmistir. 10 enzim sistemi kullanilarak, AG1 i¢inde en az 6 alt grup ve AG2 i¢inde
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en az 5 alt grup ayirt edilmistir (Sharon ve ark., 2006;.Liu ve Sinclair (1992,1993)’den).
Ancak bilinen AGI alt gruplarinin 6n teshisi i¢in izoenzim analizi her zaman tek basina

yeterli olmamaktadir (Sharon ve ark., 2006).

2.6.5.2. Yag Asidi Analizleri

Yag asidi metil ester analizi, yakin akraba maya ve bakteri suslarinin ayrimi ve
karakterizasyonunda rutin olarak kullanilmaktadir. Bu yontem bilgisayarli gaz-sivi
kromotografi sistemi yardimiyla yag asidi metil esterlerinin analiz ve teshisine dayanur.
Kiigiik oranda modifiye olmus bilgiyasar programi paketiyle (Microbial Identification
System; Microbial ID) MNR AG’larinin karakterizasyonunda basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu yontem kullanildiginda problem olusturabilecek bir¢ok teknik konu
vardir. Kiltliir yasi, sicaklik, kiiltiirel kosullar gibi kritik parametrelerin yag asidi
kompozisyonunu etkiledigi bilinmektedir. Kiiltiirel kosullardaki ve ekstraksiyon
prosediirlerindeki fakliliklardan dolay1 su anda farkli laboratuarlardan elde edilen yag asidi
kompozisyonlarindaki sonuglar birbirleriyle tutarsizlik gostermektedir. Daha tutarlt
sonuglar elde etmek i¢in yontemin standardize edilmesi gerekmektedir (Sharon ve ark.,

2006).

2.6.5.3. Elektroforetik Karyotiplendirme

PFGE (pulsed-field gel electrophoresis) ¢ok biiyiik DNA (12Mb’den biiyiik)
fragmentlerinin ayrilabilmesini miimkiin kilan bir metottur. Agaroz matrisinde
kromozomal DNA’y1 ayiran PFGE uygulamalar fungal genomik arastirmalar icin giiglii
bir yontem olarak kullanilmaktadir. Ik uygulamalarda, Saccharomyces cerevisiae
kromozomlarini ayirmak i¢in kullanilmistir, fakat daha sonra Rhizoctonia spp’de igine alan
birgok fungusta da oldukca yaygin bir sekilde kullanilmistir (Sharon ve ark., 2006).

Elektroforetik kromozom verisi 0zellikle 6zel kromozomlarda yerlesmis spesifik
lokuslarin RFLP’sinden elde edilen verilerle birlestirildiginde, sliphesiz funguslar icin

kullanigh genetik markerlar1 ortaya ¢ikarmaktadir (Burnett, 2003).
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2.7. Genomik Parmakizi Analizi

2.7.1. RAPD Yontemi

RAPD (rastgele c¢ogaltilmis polimorfik DNA - random amplification of
polymorphic DNA) analizi istege gore se¢ilmis dizilerden olusan tek zincirli kisa
oligoniikleotid primerleri kullanilarak genom boyunca rastgele dagilim gosteren DNA
segmentlerinin amplifikasyonuna dayanan bir yontemdir. Analiz edilecek genomla ilgili
onceden bir bilgiye gerek duymayan hizli ve basit bir tekniktir (Sharon ve ark., 2006). Bu
teknikten bir tiir i¢indeki suslar veya izolatlar arasindaki genetik ¢esitliligi belirlemek igin
yararlanilir (Bridge ve ark., 1998). RAPD markerlar1 1) genetik harita yapimi, 2)
populasyon genetik yap1 analizi, 3) bireysel parmakizi, 4) genomun spesifik bolgelerine ait
hedef markerlarin belirlenmesinde basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Sharon ve ark.,
2006).

Digerlerine nazaran kolay kullanilmasina ragmen, RAPD analizinin bir¢ok
dezavantaji olabilmektedir. RAPD sablonlarinin aynisinin olusturulmasi ve giivenilirligi
icin standart reaksiyon kosullar1 uygulanmasina ragmen farkli laboratuarlardan elde edilen
sonuclar her zaman uyumlu olmayabilmektedir. Ayrica RAPD metodunda bazi analitik
problemler de mevcuttur.

Ancak bu smirlandirmalardan bazilarindan, RAPD amplikonlarinin  dizi
karakterizasyonlu amplifikasyon bolgesine (sequence-characterized amplified regions -

SCAR) ¢evrilmesiyle iistesinden gelinebilmektedir (Sharon ve ark., 2006).

2.7.2. AFLP Yontemi

AFLP herhangi bir kaynaktan ya da karmasik bir numuneden elde edilen DNA’nin
teshisi icin orijinal ve c¢ok giiclii bir parmakizi yontemidir. Toplam genomik DNA’nin
kesilmesiyle elde edilen restriksiyon fragmentlerinin secici PCR amplifikasyonuna
dayanir. Tipik olarak 50-100 restriksiyon fragmenti ¢ogaltilir ve fragmentler poliakrilamid
jelde denatiirasyonla belirlenir. Bir reaksiyonda ¢ok sayida lokus taranabildigi i¢in AFLP
metodu DNA fingerprinti i¢in kullanigh olmaktadir (Sharon ve ark., 2006).
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AFLP markerlarinin en biiyiik dezavantaji allellerin kolay bir sekilde
belirlenememesidir. Yine de AFLP analizleri Rhizoctonia spp. populasyon genetigi

calismalarinda 6nemli bir potansiyele sahiptir (Sharon ve ark., 2006).

2.7.3. RFLP Yontemi

RFLP (restriksiyon fragmentlerinin uzunluklarinin polimorfizmi - restriction
fragment length polymorphism)’lerden elde edilen DNA parmakizleri funguslarda yaygin
olarak kullanilmaktadir. AG8 ve AG3 spesifik parmakizi sablonlari i¢in tekrarli problar
gelistirilmistir. Bu metod RAPD’den daha giivenilir fakat teknik olarak daha yorucudur.
Buna ilaveten RFLP analizleri klonlama gerektirmektedir. Her bir izolat i¢in southern blot,
probla isaretleme ve digerlerine nazaran daha biiylik miktarda DNA gerektirir (Sharon ve
ark., 2006).

Yontem fungusun hif, spor veya rhizomorflarina ve ilireme yapilarina ve bazi
durumlarda mikorizal kokler (morfotip) veya likenlerdeki simbiyotik funguslar gibi
herhangi bir kismina uygulanabilmektedir. PCR teknikleriyle birlestirilerek de
kullanilabilmektedir (Burnett, 2003).

Bu teknikle ilgili karsilagilan diger sorunlarin yani sira yiizlerce kesim parcasinin
ortaya ¢iktig1 durumlarda kompleks profillerin kiyaslanmasinda zorluklar yasanmaktadir

(Yagci, 2001).

2.7.5. PCR — RFLP Yontemi

Cogaltilmis elementlerin RFLP’si (PCR-RFLP) su an hem fungal filogenide hem de
taksonomide yaygin olarak kullanilmaktadir. PCR-RFLP’si basittir ve geleneksel
RFLP’yle karsilastirildiginda ucuz bir metottur ve blotlama, problama ve/veya dizilemeye
ihtiya¢ duymamaktadir (Bridge ve ark., 1998).

Bu yontem PCR’la ¢ogaltilmis {irlinlerin restriksiyon enzimiyle kesilmesini ve jel
elektroforeziyle biiyiikliikleri bakimindan DNA fragmentlerinin ayrilmasini igermektedir
(Sharon ve ark., 2006). Bu yontem temelde ITS ve IGS bolgelerinin PCR-RFLP’si igin
kullanighdir. Ciinkii bu bolgeler yiiksek oranda polimorfiktir ve evrensel primerler

kullanilarak PCR 1ile kolayca ¢ogaltilabilmektedir (Bridge ve ark., 1998).
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PCR’la olusturulmus rDNA-RFLP ilk olarak iki ¢ekirdeklilerin 28S rDNA’s1 i¢in
kullanilmistir (Sharon ve ark., 2006;.Cubeta ve ark (1991)’dan). Ayn1 yontem rDNA-ITS
bolgesinde ¢ok cekirdekliler i¢cinde uygulanmistir (Sharon ve ark., 2006;.Liu ve Sinclair
(1992, 1993) ve Liu ve ark. (1993)’dan). Takip eden RFLP calismalar1 28S rDNA ve
rDNA-ITS kullanilarak ¢ok c¢ekirdekli (Sharon ve ark., 2006; Liu ve ark. (1995),
Kanematsu ve Naito (1995), Keijer ve ark. (1996), Julian ve ark. (1996), Schneider ve ark.
(1997), Hyakumachi ve ark. (1998), Meyer ve ark. (1998), Nicoletti ve ark. (1999),
Priyatmojo ve ark. (2001) ve Godoy-Lutz ve ark. (2003)’dan) ve iki ¢ekirdekli (Sharon ve
ark., 2006;.Mazzola (1997), Martin (2000), Sen ve ark. (1999), Toda ve ark. (1999b),
Kasiamdari ve ark. (2002) ve Hyakumachi ve ark. (2005)’dan) gruplarin ayriminda da
onemli olmustur. PCR’la olusturulmus rDNA RFLP analizleri klasik anastomoz grup

kavraminin genetik temelini desteklemistir.

2.7.6. rDNA Dizi Analizleri

1990’11 yillarin ortalarindan itibaren Rhizoctonia spp. i¢cin tDNA dizi analizleri sik¢a
kullanilmaktadir (Sharon ve ark., 2006; Boysen ve ark (1996), Kuninaga ve ark. (1997),
Johanson ve ark. (1998), Boidin ve ark. (1998), Salazar ve ark. (1999; 2000b), Kuninaga
ve ark. (2000a,b), Pope ve Carter (2001), Carling ve ark. (2002) ve Toda ve ark.
(2004)’dan). Su anda DNA dizi bilgisi Rhizoctonia spp.’nin taksonomik ve filogenetik
iligkilerinin olusturulmasi i¢in en uygun yol olarak goriilmektedir. IDNA dizi analizlerinin
kullanilmasimin 6nemli avantaji, olusturulan PCR primerlerinin teshis amaciyla
kullantiminin uygun olmasidir (Sharon ve ark., 2006).

Rhizoctonia spp. anastomoz gruplar1 ve altgruplarinin rDNA-ITS dizilerine dayanan
kiime (cluster) analizleri rapor edilmistir (Sharon ve ark., 2006;.Liu ve Sinclair (1992),
Kasimadri ve ark. (2002), Kuninaga ve ark. (1997), Salazar ve ark. (2000a), Gonzalez ve
ark. (2001), Carling ve ark. (2002) ve Toda ve ark. (2004)’dan). rDNA-ITS dizi
analizlerinin filogenetik uygulanmalar1 Rhizoctonia spp. hakkinda bilgimizin artmasini
saglamigtir. Ciinkii farkli aragtirma gruplar1 tarafindan elde edilen dizi verilerinin
karsilagtiritlmas1 olanakli hale gelmistir. rDNA-ITS dizilerinin yayinlanmasi ve veri
bankalarinda bu boélgelerin saklanmasi, yeni ya da mevcut Rhizoctonia spp.’nin AG

gruplart ile iligkisinin tespiti ve dogrulanmasini kolaylagtirmistir (Sharon ve ark., 2006).



22

R. solani AG’larinin genetik iliskileri Kuninaga ve ark. (1997) tarafindan ayrintili
olarak calisilmistir. ITS dizilerinde %96’dan daha fazla benzerlik ylizdesi bir AG altgrubu
icindeki izolatlar1 gosterirken, bir AG igindeki farkli altgruplarin izolatlar1 i¢in bu deger
%66-100 ve farklt AG’lar1 arasindaki izolatlar i¢in %55-96 oldugu ifade edilmistir (Sharon
ve ark., 2006).

Genetik olarak farkli 31 grubun (21 ¢ok ¢ekirdekli ve 10 iki ¢ekirdekli grup) ITS ve
28S rDNA dizilerinin kladistik analizleriyle, iki ¢ekirdekli (Ceratobasidium) ve cok
cekirdekli (Thanatephorus) gruplarin filogenetik iligkilerinin dnceden tanimlanmis AG’lar1
ve alt grup kavramlariyla uyumlu oldugu gosterilmistir (Gonzales ve ark., 2001).
Filogenetik analizler ile bazi AG’larinin monofiletik olmadigi ve bu analizlerin daha
ziyade AG altgruplarimi taksonomik olarak destekledigi belirlenmistir (Sharon ve ark.,
2006).

rDNA dizi analizinin kullaniminda 6nemli avantajlardan biri, tanisal amaca yonelik
olarak PCR primerlerinin tasarlanabilmesine imkan saglamasidir. Spesifik primerlerin
olusturulmas1 i¢in ITS bolgelerinin kullanimi, R. solani AG’lan igindeki altgruplarin
tanisal analizini gelistirme i¢in miikemmel bir strateji olusturmaktadir (Sharon ve ark.,

2006; Kuninaga (2003)’dan).
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan Rhizoctonia izolatlar

Bu calismada daha 6nce yapilan ¢aligmalardan elde edilmis olan izolatlar kullanildi.

Izolatlarin, konak ve kdkenleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

3.2. Yontemler

3.2.1. izolatlarin Aktiflestirilmesi

3.2.1.1. Kullanilan Besiyeri

Tiipte yulaf tohumunda veya yatik PDA (patates dekstroz agar) kiiltiiriinde
stoklanmis olan Rhizoctonia izolatlariin yeniden aktiflestirilmesi i¢in hazir PDA (Oxoid)
ortami kullanildi.

PDA (Oxoid) 39¢g
Saf su 1000 ml

PDA Agar hassas terzide (Precisa XB 220A) verilen miktarda tartildi ve 1000 ml saf
suda ¢oziindii. Otoklavda (Niive OT4060) 121°C’de 20 dakika steril edildi. Besi ortamiin
sicakligt 50°C’ye diistiikten sonra steril kabin (Niive LNO090) icerisinde steril petri
kaplarina, yaklasik 30’ar ml olacak sekilde dokiildii. I¢inde besi ortami bulunan petrilerin

diiz bir zeminde birakilarak katilagmalar1 saglandi.

3.2.1.2. Stok Kiiltiirlerin Patates Dekstroz Agar Besi Ortamina Ekimi

Stok kiiltiirlerin aktiflestirilmesi i¢in daha Once hazirlanan ve bir giin bekletilen
PDA besi ortamina ekimler yapildi. Bu islem steril kabin igerisinde, tiiplerde bulunan hem

yulaf tohumundan hem de stok yatik kiiltlirlerden alinan inokulumlarla gerceklestirildi.



Cizelge 3.1. Kullanilan Rhizoctonia izolatlari, kaynagi ve kokenleri

Izolat No | izolatin Kodu izolatin Tiirii Kaynak Koken Literatiir ya da Temin Edildigi Kisi
1 M 003 W. c. var. zeae Toprak Aichi, Japonya Toda ve ark.,2007
2 AsTs11A W. c. var. zeae - Japonya Mghalu ve ark., 2004
3 C504 W. c. var. zeae Toprak Ishikawa, Japonya Toda ve ark.,2007
4 Bre W. c. var. zeae Brezilya Poltronieri
5 Rcl246 W. c. var. zeae Misir Tayvan Hsieh
6 Rss318 W. c. var. zeae Sorgum Tayvan Hsieh
7 Rss319 W. c. var. zeae Sorgum Tayvan Hsieh
8 Agirlar W. c. var. zeae - Samsun, Tiirkiye Erper, 2003
9 Sartyurt W. c. var. zeae - Samsun, Tiirkiye Erper, 2003
10 Yakintag W. c. var. zeae - Samsun, Tiirkiye Erper, 2003
11 CrT2-P2a W. c. var. zeae Tiitlin topragy Samsun, Tiirkiye Gtirkanli, 2005
12 CrT21-P2b W. c. var. zeae Tiitlin topragy Samsun, Tiirkiye Gtirkanli, 2005
13 Yakakent W. c. var. zeae Tiitiin toprag: Samsun, Tiirkiye Giirkanli, 2005
14 ED100 W. c. var. zeae - Tiirkiye Demirci
15 EDI153 W. c. var. zeae - Yusufeli, Tiirkiye Demirci, ve Eken, 1999
16 CHTSI1-ABC W. c. var. zeae - Tiirkiye -

17 USA06 W. c. var. zeae - ABD Paulitz

18 Macar W. c. var. zeae - Macaristan Vajna ve Oros, 2005
19 ED146 W. c. var. circinata Arpa Erzurum, Tirkiye Demirci, 1998

20 GH-700 W. c. var. oryzae Japon ¢imi Gifu, Japonya Toda ve ark., 2007
21 801387 W. c. var. oryzae Arpa Mockenema, WA, ABD Paulitz ve ark., 2003
22 Mm 4-3 W. c. var. oryzae Japon ¢imi Japonya Mghalu ve ark., 2004
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3.2.2. izolatlarin Kiiltiirel Olarak incelenmesi

Aktiflestirilen izolatlar kiiltiir alt1 ve kiiltiir {istii pigmentasyonunun, sklerosyum
renginin ve hava hiflerinin olup olmayisinin arastirilmasi amaciyla kiiltlirel olarak
incelendi. Aktiflestirilmesi i¢cin PDA’ya ekilen kiiltiirler 25°C’de 2 giin karanlikta
bekletildi. Taze hazirlanmis olan ve i¢inde PDA (Oxoid) ortami bulunan petrilerin
merkezine, aktiflestirilen izolatlarin uc¢ bolgelerinden alinan 5 mm ¢apindaki agar
diskleri yerlestirildi. Karanlikta 25°C’de inkiibe edildi (Carling ve ark., 1987). Bir ay
boyunca kiiltiirler 5 gilinde bir kontrol edildi. Denemeler, her izolat i¢in {i¢ tekrarl
olarak yapildi. Izolatlarin kiiltiir alti, kiiltiir iistii pigmentasyonlar1 ve sklerosyum

renkleri Londra Royal Horticultural Society renk kataloguna gore belirlendi.

3.2.3. izolatlarin Makroskobik Anastomoz Durumlarinin Tespiti

3.2.3.1. Makroskobik Anastomoz Durumunun Tespiti i¢cin Kullanilan Besiyeri

Yirmi iki izolatin her birinin kendisiyle ve kendi aralarindaki anastomoz

durumunu karsilagtirmak amaciyla PDCA (Qu ve ark., 2008; Julian ve ark. (1996)’dan)

hazirlandi.

PDA (Oxoid) 39¢g
Aktif Komiir 5 g(%0.5)
Saf su 1000 ml

Besi ortaminin hazirlanmasi i¢in dnerilen miktarlar hassas terazide tartildi. 1 litre
saf su icerisinde karisim ¢oziindiikten sonra besi ortami otoklavda 121°C’de 20 dakika
steril edildi. Steril edilen ortaminin sicakligi 50°C’ye diistiikkten sonra steril kabin
icerisinde 9 cm’lik steril petri kaplarma dokiildii. Besi ortaminin petri kaplarina

dokiilmesinden sonra petriler diiz bir zeminde sogumaya birakildi.

3.2.3.2. PDCA Besiyerine izolatlarin Ekimi ve incelenmesi

Icerisinde PDCA bulunan 9 cm’lik petri kaplarina, kenarlarindan 3’er cm olacak

sekilde karsilikli olarak her bir izolatin PDA agar parcalar1 yerlestirildi. 25°C’de
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karanlikta 3-4 giin inkiibe edildikten sonra iki izolat arasindaki baglant1 eseysel
uyumluluk agisindan incelendi (Qu ve ark., 2008; Julian ve ark. (1996)’dan).

Eger iki izolat arasinda bir koyu ¢izgi veya ince bir miselyum bolgesi
gdriilmiiyor ise bu uyumlu reaksiyon merge (M) veya C3 reaksiyonu degerlendirildi. Iki
izolat arasinda bir reaksiyon ¢izgisi goriilmesi durumunda ise bu uyumsuzluk
reaksiyonu tuft (T) veya C2 (-) olarak degerlendirildi (Mahmoud ve ark., 2006 ve
Macnish ve ark., 1997).

3.2.4. Rhizoctonia izolatlarindan DNA izolasyonu

3.2.4.1. DNA izolasyonu I¢in Kuru Misel Elde Edilmesi

Izolatlarin kuru misellerini elde etmek icin ilk olarak PDB (patates dekstroz

broth) besiyeri hazirlandi.

PDB (Acumedia) 24 ¢
Saf su 1000 ml
kullanildi.

Hazirlanan besiyeri 100ml’lik erlenlere 40 ml olacak sekilde paylastirildi.
Erlenler 6nce pamuk daha sonra aliminyum folyo ile agiklik kalmayacak sekilde
kapatildi. Otoklavda (121°C’de 20 dakika) steril edilen besi ortami kontaminasyon
riskinin olmamasi icin 1 glin daha bekletildi. Daha 6nce PDA besi ortamindaki
kiiltiirlerden PDB besi ortamina asilama yapildi. Calkalayicili su banyosunda 25°C’de
3-5 giin inkiibasyona birakild1.

Inkiibasyon siiresi sonunda steril kabin iginde ucu alkole batirildiktan sonra
yakilarak steril edilmis pens yardimiyla gelisen fungus miselleri alindi ve petri icinde
hazirlanmis steril kurutma kagitlarina konularak kurutuldu. Tamamen kurutulan
miseller steril bir havan igerisinde sivi azot yardimiyla toz haline gelinceye dek
doviildii. Toz haline gelen miseller steril 1.5 ml’lik ependorflar i¢ine konarak -50 °C’de

saklandi (Carling ve ark., 1987).
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3.2.4.2. DNA izolasyonunda Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlamis1

DNA izolasyonu sirasinda kullanilan soliisyonlar asagidaki gibi hazirlandi:

5 M LiCl Stok soliisyon

LiCl (Amresco) 21.19¢g
Saf su 100 ml
kullanildi.

Toz haldeki LiCl hassas terazide tartildiktan sonra ve beherlere transfer edildi.
Toplam hacim saf su ile 100 ml’ye tamamland1 ve manyetik karistirici (Labart SH-5) ile
karistirilarak ¢oziilmesi saglandi. Soliisyon cam kapakli 100 ml’lik siselere aktarilarak
otoklavda 121°C’de 20 dakika boyunca steril edildi. Steril edilen soliisyon oda

sicakliginda saklandi.

0.5M EDTA Stok, pH 8
EDTA (Sigma) 18.61¢g
Saf su 100 ml

Hassas terazide tartilan EDTA (etilen diamin tetra asetik asit), 80 ml saf su
bulunan bir erlen icine konularak manyetik karistiricida ¢éziinmesi saglandi. 2M NaOH
(Carlo Erba) kullanilarak pH metrede (Hanna pH 211) pH’s1 8’e ayarlandi. Daha sonra
son hacim 100 ml olacak sekilde saf su ilave edildi. 100 mI’lik kapakli cam bir siseye
aktarilan soliisyon otoklavda 121°C’de 20 dakika steril edildi ve oda sicakliginda
saklandi (Sambrook ve Russell, 2001).

0.5 M Tris-HCI Stok, pH 8

Trizma baz [Tris (hydroxymethyl) aminomethane) - (Sigma) | 121.1 g

Saf su 100 ml
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fcinde 70 ml saf su bulunan erlene trizma base ilave edilerek manyetik
karistiricida ¢oziildii. pH metre kullanilarak, %37°lik hidroklorik asit (Merck) ¢ozeltisi
ile pH’1 8’e ayarlandi. Son hacmi 100 ml olacak sekilde soliisyona saf su ilave edildi.
Otoklavda 121°C’de 20 dakika steril edilen soliisyon oda sicakliginda saklandi
(Sambrook ve Russell, 2001).

%10’luk SDS Stok

SDS (Amresco) 10g
Saf su 100 ml

Hassas teraziyle tartilan SDS (sodyum dodesil siilfat) bir miktar saf su ile
¢Oziindiikten sonra toplam hacmi 100 ml olacak sekilde saf su ilave edildi. 100 ml’lik
kapakli cam siseye konulan soliisyon, otoklavda 121°C’de 20 dakika steril edildi. Oda

sicakliginda muhafaza edildi.

Ekstraksiyon Tamponu

5 M LiCl 2 ml
0.5 M EDTA, pH 8 2 ml
0.5 M Tris-HCL, pH 8 2 ml
% 10’luk (SDS) 5ml

Son konsantrasyonlart 100 mM LiCl, 10 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, % 0.5
SDS olacak sekilde ayarlanarak belirtilen miktarlarda ¢ézelti mikropipet yardimiyla 100
ml’lik kapakli cam bir sise igerisine transfer edildi. Son hacmin 100 ml olmasini
saglayacak kadar saf su ilave edilerek otoklavda 121°C’de 20 dakika steril edildi. Steril

edilen soliisyon oda sicakliginda muhafaza edildi (Pascual ve ark., 2000).
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TE tamponu, pH 8

0.5 M EDTA, pH 8 2 ml
0.5 M Tris-HCL, pH 8 0.2 ml
Saf su 97.8 ml

Stok soliisyonlardan belirtilen miktarlarda alinarak son konsantrasyonlar1 10 mM
Tris-HCI ve 1 mM EDTA olacak sekilde mikropipet yardimiyla agzi kapakli 100ml’lik
cam siseye transfer edildi. Son hacim 100 ml olacak sekilde saf su ilave edildi ve
otoklavda 121°C’de 20 dakika steril edildi. Steril edilen soliisyon oda sicakhiginda
muhafaza edildi (Sambrook ve Russell, 2001).

% 70°lik etanol

100 mI’lik %70’lik etonul hazirlanmasi igin;

Absolute alkol (J.T Baker) 70 ml
Saf su 30 ml
kullanildi.

Steril edilmis cam pipetler yardimiyla alinan absolute alkol ve su, steril 100
ml’lik agzi kapaklt cam sise icine konularak hazirlandi. +4°C’de buzdolabinda

muhafaza edildi.

RNase (1 mg/ml)

RNase (Sigma) 10 mg

TE tamponu 10 ml
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TE tamponu igerisinde Riboniikleaz A ¢oziildii. 0.2um’lik membran filtreden
(Schleicher&Schuell) gecirilerek steril edilen RNase, steril 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere
aktarildiktan sonra -20°C’de muhafaza edildi.

3.2.4.3. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Carling ve ark. (1987) tarafindan 6nerilen sekilde yiriitildii:
1. Daha 6nce her bir izolat i¢in hazirlanan kuru misellerden hassas terazi kullanilarak 50
mg tartildi. Kuru misel steril bir havan igerisinde 1.5 ml ekstraksiyon tamponuyla
ezildikten sonra ezilen karisim 1.5 ml’lik steril ependorf igerisine konuldu. Ependorflar
65°C’de su banyosunda 30 dakika bekletildi.
2. 30 dakika sonunda ependorflar 5000 g’de 10 dakika santrifiijlendi. Siipernatant
mikropipetle baska bir ependorfa alindi. Ependorftaki siipernatantin yarisi bir bagka
steril ependorfa alindi. Siipernatantlarin iizerlerine ependorftaki hacimle aynmi olacak
sekilde fenol-kloroform-izoamilalkol (25:24:1, Amresco) eklendi. Ependorflar alt tist
edilerek i¢indeki sivi siit kivamina getirildi. Daha sonra ependorflar 12000 g’de 5
dakika santrifiijlenerek olusan iki fazli sivinin st fazi alindi.
3. Ustiine ependorftaki hacmin iki kat1 hacimde olacak sekilde mutlak alkol (J.T Baker)
eklendi. Ependorflar alt iist edilerek sivilar karistirildi. -20°C’de 30 dakika bekletildi. 30
dakikanin sonunda 12000 g’de 20 dakika santrifiij edildi ve tstteki alkol dokiildii.
4. Ependorflara 400ul %70’lik alkol eklendi. Ependorflar alt iist edilerek yikandi. 12000
g’de 5 dakika santrifiijleme islemi uygulandi. Etanol uzaklastirildi. Alkoliin ugmasi igin
ependorflar desikatiire konuldu ve 30 dakika beklendi.
5. Desikatorden cikarilan ependorflara 50 pl TE tamponu ve 0.5 mg RNase (5 pl)
eklendi ve 30 dakika 37°C’de bekletildi. Daha sonra ependorflara 345 pl TE eklenerek
T.E. tamponu 400 pul’ye tamamlandi.
6. Ependorftaki hacimle ayni miktarda fenol-kloroform-izoamilalkol ikinci kez
uyguland1. Ependorf alt iist edildikten sonra 12000 g’de 5 dakika santrifiijlendi. iki fazl
stvinin st faz1 alindi.
7. Uzerine ependorftaki hacmin iki kat1 olacak sekilde mutlak alkol eklendi. Ependorflar
alt ust edilerek sivilar karistirildi. Tekrar -20°C’de 30 dakika bekletildi. Sonrasinda
12000 g’de 20 dakika santrifiij yapild1 ve iistteki alkol dokiildii.
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8. 400 ul %70’lik alkol ependorflara eklendi. Ependorflar alt {ist edilerek tekrar yikandi.
12000 g’de 5 dakika santrifiijleme islemi uygulandiktan sonra etanol uzaklastirildi.
Alkoliin u¢masi i¢in ependorflar desikatore konuldu ve 30 dakika beklendi

9. Alkol tamamen ugtuktan sonra ependorfa 40 ul T.E. tamponu eklendi ve elde edilen

DNA izolat1 -20°C’de muhafaza edildi.

3.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA’nin izolasyonundan sonra DNA’larin varligmi dogrulamak amaciyla
agaroz jel elektroforezi (Max fill HU13, HU6) yapildi. %1’lik agaroz (Amresco) jel
kullanildi. Agaroz jelin hazirlanmasinda stok olarak olarak kullanilan 10X TBE (Tris-
borik asit-EDTA) ’den elde edilen 1X TBE tamponu kullanildi.

Trizma baz 108 g
Borik asit (Merck) 55¢g
0.5M EDTA (pH:8) 40 ml

Kapakli bir cam sise i¢inde karisim hazirlandiktan sonra son hacim saf su ile
1000 ml olacak sekilde ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 20 dakika steril edildi. Oda
sicakliginda saklandi (Sambrook ve Russell, 2001).

IX TBE:

10X TBE tamponu 100 ml
Saf su 900 ml
Karigim 1000ml’lik cam sise icerisinde karistirildi ve oda sicakliginda muhafaza

edildi.

3.2.5.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

100 ml 1X TBE ile 1 g agaroz ocak kullanilarak agaroz tamamen eriyinceye
kadar karnstirilarak 1sitildi. Berrak bir goriintii elde edilip jelin sicakligt 50°C’ye

diistiikten sonra tarakli elektroforez tablasina dokiildii ve sogumaya birakildi.
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3.2.5.2. Agaroz Jelin Yiiriitiilmesi

Hazirlanan jel soguduktan sonra i¢ine 1X TBE tamponu konulan elektroforez seti

icine yerlestirilip taraklar ¢ikarildi. DNA 6rnekleri ytiklenirken;
DNA 0Ornegi 2ml

6x Yiikleme Tamponu Iml

(%0.25 ksilensiyanol, %0.25 bromofenol mavisi ve % 40 siikroz )
Su 3ml

olacak sekilde karigim hazirlandiktan sonra jelin oyuklarina yiikleme yapildi. Yiikleme

isleminden sonra jel 80 voltda 30 dakika yiiriitiildii (Sambrook ve Russell, 2001).

3.2.5.3. Agaroz Jeldeki DNA’nin Goriintillenmesi

Agaroz jeldeki DNA bantlarimin gozlenmesi igin ethidium bromid (10 mg/ml
stok) kullanildi.

Ethidium Bromid (Sigma) lg
Saf su 100 ml
Karigim 100 ml’lik kapakli cam sise igerisine konularak manyetik karigtiricida

birka¢ saat karigtirildi. Sigenin etrafi 15181 gecirmeyecek sekilde aliiminyum folyo ile

sarildi ve +4°C’de saklandh.

Ceker ocak i¢inde bulunan kiivete 500 ml saf su ve 50 pl etidyum bromid ilave
edildi. Kiivet igine yerlestirilen agaroz jel 20 dakika boyandiktan sonra saf su igine
konularak 10 dk bekletildi. Syngene Gene Genius Bio imaging System goriintiileme

sisteminde DNA bantlarinin goriintiileri fotograflandi.
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3.2.6. PCR ile ITS1-5.8S-ITS2 Bolgesinin Cogaltilmasi

DNA’s1 izole edilen 22 izolatin ITS1-5.8S-ITS2’1 kodlayan DNA bdlgesinin
amplifikasyonu i¢in ITS-1 ve ITS-4 primerleri kullanildi (White ve ark., 1990). PCR,
Thermal Cycler (Primus 25) ve 0.2 ml’lik PCR tiipleri kullanilarak yapildi.

PCR uygulamalarinin hepsi buz iizerinde gergeklestirildi. Ilk olarak kullanilacak
olan Primer ITSI (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) (Qiagen), Primer ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) (Qiagen) (White ve ark., 1990), dNTP karisim1 (her
birinden 25 mM olmak iizere dATP, dCTP, dGTP ve dTTP) (promega), 10X Tagq
tampon (Promega) ve MgCl, (Promega) buz iizerine konarak ¢oziildii ve karigmasi igin
vortekslendi. Tag DNA polimeraz ise enzim ekleme asamasinda -20°C’den ¢ikarilarak

eklendi.

Her bir 6rnek i¢in reaksiyon reaksiyon karigimi (50 pl):
10X PCR tampon 5l
Primer 1 (ITS1) (50pmol) 0.8 ul

Primer 2 (ITS4) (50pmol) 0.5 pul

Kalip DNA 0.8 ul
MgCl, (1.5 mM) 3ul
dNTP mix (2.5 mM) 1l
ddH,O 38.6 ul
Tagq polimeraz (5U) 0.25 ul
Toplam hacim 50 pul

Tag DNA polimeraz ve kalip DNA hari¢ malzemeler 6rnek sayisi kadar
arttirillarak buz {izerine bulunan sogutulmus 1.5ml’lik steril eppendorf tiipiiniin i¢ine
koyularak “master mix” hazirlandi. Karismanin saglanmasi i¢in “master mix”
vortekslendi. Buz {izerinde bekleterek sogutulan PCR eppendorflarina “master mix”
karisimindan 48.95 pul koyuldu. Sonra kalip DNA’lar eklendi. Negatif kontrol
eppendorfu hazirlanirken steril eppendorf icerisine 0.8 pl kalip DNA yerine ayni



34

miktarda ddH,O kondu. En son olarak 7aqg DNA polimeraz eklenerek karisim

vortekslendi.

PCR tiipleri 1sinmadan Thermal Cycler’a yerlestirilerek asagidaki program

uygulanda.

94°C 3 dk ——> Baslangi¢ denatiirasyonu
94°C 1 dk

49°C 2 dk 30 dongii

72°C 3 dk

72°C 7 dk——> Son sentez

3.2.6.1. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

RFLP analizlerini yapmadan once Qiagen QIAquick PCR Purification Kkiti
kullanilarak PCR iiriinleri saflastirildi. Bunun igin steril efendorf i¢ine 1 hacim PCR
tiriiniine karsilik firmanin temin ettigi PB tamponundan 5 hacim ilave edilip, karistirildi.
Karigim yine firma tarafindan saglanan 2 ml’lik QIAquick spin kolona aktarildi.
DNA’nin membrana baglanmast i¢in 13 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Koleksiyon tiipiinde biriken ¢dzelti uzaklastirildi ve koleksiyon tiipii tekrar yerlestirildi.
Firma tarafindan saglanan PE tamponu yikama amaciyla 750 pl koyularak tekrar 13 000
rpm de 1 dakika santrifiij edildi. Koleksiyon kisminda kalan ¢ozelti tekrar dokiildii.
Koleksiyon tiipii yeniden takildi ve iyice kurumasi i¢in 13 000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edildi. Bu islem sonunda kolon kismui tiipten ¢ikarilarak steril bagka bir 1.5 ml’lik
eppendorfa yerlestirildi. Yine firma tarafindan saglanan EB tampon kolon kismina 50 pl
ilave edilerek 13 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Bu islemin sonunda koleksiyon
tiipti atildi. Eppendorf ise etiketlenerek -20°C’de saklandi.

Eppendorf tiipiindeki saf PCR iiriiniin varligin1 saptamak amaciyla, PCR iiriinii

%1°lik agaroz jelde;

Saf PCR Uriinii 2 ul
6X Yiikleme Tamponu 1 pul
ddH,O 3ul

yiiriitiilerek boyandiktan sonra goriintiileme sisteminde varlig1 kontrol edildi.
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3.2.7. PCR-RFLP

PCR firiinlerinin saflastirilmasindan sonra restriksiyon enzimleriyle kesilmesi
islemi olan PCR-RFLP (restriksiyon fragmentlerinin uzunluklarinin polimorfizmi) i¢in
Hhal (Haemophilus haemolyticus - ATCC 10014), Msel (Micrococcus tiirleri - R.
Morgan) ve Taq”l (Escherichia coli - NEB) (New England BioLabs) enzimleri
kullanildi. Bu islem c¢ogaltilan ITS1-5.8S-ITS2 gen bdlgesinin, izolatlar arasindaki
genetik farkliligini belirlemek amaciyla yapildi.

Enzimler firmanin onerdigi sekilde SU kullanilacak sekilde toplamda 10 pl
hazirland1 (Cizelge 3.2). Hhal ve Msel enzimleri 37°C’de gece boyu ve daha sonra
65°C’de 20 dakika ise enzim inaktivasyonu i¢in bekletildi. Fakat Tag”l enzimi 65°C’de
5 saat inkiibe edildikten sonra inaktivasyonu i¢in 80°C’de 20 dakika bekletildi.

Cizelge 3.2. RFLP karisiminin hazirlanmasi

Hhal Msel Taq“1

PCR iiriinii 6 ul 6 ul 6 ul

100XBSA 0.1 pul 0.1 ul 0.1 pul
NEBuffer 1 pl(Buffer4) 1 pl(Buffer4) 1 pl(Buffer3)

Enzim 0.25 pul 0.5 pul 0.5 ul

Ultra ddH,O 2.65 ul 24 ul 2.4 ul

Toplam 10 pl 10 pl 10 pul

Olusan sablonlart gormek igin %?2’lik hazirlanan metafor agaroz jeldeki

oyuklara;
Metafor agaroz jel (Lonza Rockland, ME USA) 24¢
1X TBE 120 ml

10 ul PCR-RFLP iiriinii ve marker (Hhal ve Msel i¢in Amresco ve Taq"l igin Fermentas
100bp DNA Ladder) yiiklendikten sonra, 70 voltta 4 saat kosturuldu. Kosturma islemi

bittikten sonra ethidium bromid ile boyanan jel goriintiileme sisteminde incelendi.
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3.2.7.1. RFLP Verilerinin Analizi

Hhal, Msel ve Taq”l enzimleriyle kesildikten sonra incelenen ITS1-5.8S-ITS2
rDNA bélgesine ait PCR amplifikasyon iirlinlerinin fragment biiytikliikleri belirlendi.
Olusan her bir fragment i¢in bir veri matriksi olusturuldu. Analiz i¢in BioEdit 7.0.5.3.
(Hall, 1999), PHYLIP 3.67 (Felsenstein, 2005) ve TreeView 1.6.6 (Roderic, 1996)
paket programlari kullanilarak UPGMA (agirlikli olmayan ¢ift grup yontemin

algoritmasi - unweighted pair group method with averages) agaci olusturuldu.

3.2.8. ITS1-5.8S-ITS2 Bolgesi DNA Dizileme

ITS-1 ve ITS-4 primerleri kullanilarak izolatlarin ITS1-5.8S-ITS2 gen bolgesi
PCR’la ¢ogaltildi. Cogaltilan her bir PCR {iriiniin 3 pl’si hazirlanan %1°lik agaroz jelde
80 voltta 30 dakika kosturularak iiriin varligi dogrulandi. Cogaltilmis triinler sekans
islemleri icin Macrogen firmasina gonderildi. Macrogen tarafindan automatic sequencer
3730XL kullanilarak ABI 1.6.0 analizi ile elde edilen dizileme verileri internet

ortaminda gonderildi.

3.2.8.1. Dizileme Verilerinin Analizi

Izolatlarin iki ydnlii okunan ham sekans verilerinin konsensusunu elde etmek
amactyla Sequencher 4.7 Demo programi kullanildi. Programda sekanslar kontrol
edildikten sonra konsensus sekanslari olusturup olusturmadiklarina bakildi. Olusan
sekanslar SeqMan programiyla bir araya getirildi. CLUSTAL X (2.0) programinda

sekanslar otomatik olarak hizalandiktan (alignment) sonra elle diizeltildi.

3.2.9. Dizileme Verilerinin Arasindaki Filogenetik iliskinin Incelenmesi

Izolatlar arasindaki filogenetik iliskileri ortaya koymak amaciyla Neighbor

Joining (NJ) ve Parsimoni algoritmalar1 kullanilarak aga¢ olusturuldu.
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3.2.9.1. “Neighbor Joining — Bootstrap” Analizi

NJ agacinin olusturulmasi amaciyla Phylip v3.68 programi kullanild:. ilk énce
uzaklik matriksinin olusturulmasi icin dnadist, olusan matriksten aga¢ olusturmak igin
ise neighbor opsiyonundan yararlanildi. Baz degisim modeli olarak F84 (Felsenstein)
kullanildi. Agag eldesi i¢in Treeview agag¢ ¢izim programi kullanildi.

Elde edilen NJ agacinin istatistiksel giivenirliligini belirlemek i¢in bootstrap
analizi yapildi. Bunun i¢in Phylip v3.68 versiyonun seqboot ve consense opsiyonlari
kullanildi. Analizlerde tekrar F84 baz degisim modeli kullanildi ve islem 1000 tekrarl
olarak gerceklestirildi.

3.2.9.2. Parsimoni Analizi
Parsimoni analizleri i¢in Phylip v3.68 programinin dnapars opsiyonu kullanildi.

Analizde en tutumlu-parsimoni 10000 agag tutuldu ve consens opsiyonu (mojority rule)

kullanilarak konsensus agac¢ olusturuldu.
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4. BULGULAR

4.1. Calisilan Rhizoctonia izolatlarimin Kiiltiirel Morfolojisi

Kiiltiirel morfolojilerini belirlemek amaciyla 22 Rhizoctonia spp. izolati PDA’ya
ekildi ve 25°C’de 1 ay siireyle inkiibe edildi. Bu siiregte hif rengi, sklerosyumlarinin
yogunlugu ve rengi, hava hiflerinin yogun olarak bulunup bulunmamasi ve petri alt1
pigmentasyonlar1 gibi 6zellikler belirlendi (Cizelge 4.1).

Waitea circinata var. zeae (Rhizoctonia zeae) izolatlarinin kendi iclerinde; hif
rengi, sklerosyumlarinin yogunlugu ve rengi, hava hiflerinin yogun olarak bulunup
bulunmamasi ve petri alti pigmentasyonlar1 bakimindan oldukca farkli olduklari
gozlendi. W. circinata var. zeae izolatlarinda hif rengi genel olarak turuncu gozlendi.
Hif renklerindeki farkliliklara gore; hifleri daha koyu turuncu pigmentasyona sahip olan
izolatlar: Agirlar, As7s11A, Bre ve C504 iken; hifleri turuncu pigmentasyona sahip olan
izolatlar: Crt21-P2b, ED100, Rcl246, Yakakent ve Yakintas; hifleri acik turuncu olan
pigmentasyona sahip izolatlar ise, CHTS1-ABC, Crt2-P2a, ED153, M-003, Macar,
Rss318, Rss319, Sariyurt ve USAO06 olarak ayrildi.

W. circinata var. zeae izolatlar1 sklerosyum olusturma sekillerine gore; ¢ok
sayida sklerosyum olusturanlar: CHTS1-ABC, Crt2-P2a, Crt21-P2b, ED100, M-003,
Rcl246, Rss319, Yakakent ve Yakintas; orta siklikta sklerosyum olusturanlar: As7s11A,
C504, ED153, Macar, Rss318 ve USA06; az sayida sklerosyum olusturan izolatlar:
Agirlar, Bre ve Sartyurt olarak ayrildi.

Waitea circinata var. zeae (Rhizoctonia zeae) izolatlarinin kendi iglerinde; hif
rengi, sklerosyumlarinin yogunlugu ve rengi, hava hiflerinin yogun olarak bulunup
bulunmamas1 ve petri alti pigmentasyonlar1 bakimindan oldukca farkli olduklari
gozlendi. W. circinata var. zeae izolatlarinda hif rengi genel olarak turuncu gozlendi.
Hif renklerindeki farkliliklara gore; hifleri daha koyu turuncu pigmentasyona sahip olan
izolatlar: Agirlar, As7s11A, Bre ve C504 iken; hifleri turuncu pigmentasyona sahip olan
izolatlar: Crt21-P2b, ED100, Rcl246, Yakakent ve Yakintas; hifleri acik turuncu olan
pigmentasyona sahip izolatlar ise, CHTS1-ABC, Crt2-P2a, ED153, M-003, Macar,
Rss318, Rss319, Sariyurt ve USAO06 olarak ayrildi.
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Cizelge 4.1. Calismada kullanilan RhAizoctonia spp. izolatlarinin kiiltiirel morfolojisi

Izolatlar Hif Rengi Sklerosyum | Sklerosyum Rengi Hava Hif Petri Alti

Bre Gri - turuncu Cok az Gri - turuncu Yok Sar1 - turuncu

ED153 Turuncu - beyaz Orta Gri - turuncu Az Gri - sar1

Rcl246 Gri - turuncu Cok Gri - turuncu Az Gr1 - turuncu

ED100 Gri - turuncu Cok fazla Gri - turuncu Yok Gri - turuncu

Rss318 Sar1 - turuncu Az Turuncu - kirmizi Yok Sar1 - turuncu

M 003 Sar1 - turuncu Cok fazla Turuncu - kirmizi Yok Gri - sar1

Agirlar Gri - turuncu Az Gri — turuncu Yok Gri - turuncu

As7s11A Gri - turuncu Cok Gri-turuncu Orta Sar1 — turuncu ve gri - turuncu

USA06 Gri - sar1 Orta Gri - turuncu Cok Gri - sar1

Rss319 Gri - sar1 Cok fazla Gri — turuncu Yok Gri - sar1

CrT2-P2a Sari - turuncu Cok Gri - turuncu Yok Gri - turuncu

Sariyurt Turuncu Orta Gri - turuncu Yok Sar1 - turuncu

Yakakent Turuncu Cok fazla Gri - turuncu Orta Tabant gri - turuncu ve koyu gri —
turuncu ¢izgili

CHTS-1ABC Turuncu - beyaz Cok fazla Gri - turuncu Az Gri - turuncu

CrT21-P2b Turuncu Cok fazla Gri - turuncu Orta Ortasi sar1 - turuncu ve kenarlari

turuncu

Macar Sar1 - turuncu Cok Gri - turuncu Cok az Sar1 - turuncu

C504 Turuncu - kirmizi Orta Turuncu - kirmizi Orta Tabani gri - tur;l;glive gri - turuncu

Yakintas Gri - turuncu Cok fazla Gri - turuncu Yok Gr1 - turuncu

ED146 Gri - tl;lr'lilric:agi)enarlar Orta biiyiik Gri — turuncu Yok Gri - turuncu

801387 Gri - turuncu Cok Kahverengi Orta Gri - sar1

GH 700 Beyaz Orta Turuncu Az Beyaz

Mm 4-3 Turuncu Az Turuncu - kirmizi Yok Sar1 - turuncu
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Waitea circinata var. zeae (Rhizoctonia zeae) izolatlarinin kendi iglerinde; hif
rengi, sklerosyumlarinin yogunlugu ve rengi, hava hiflerinin yogun olarak bulunup
bulunmamasi ve petri alti pigmentasyonlar1 bakimindan oldukca farkli olduklari
gozlendi. W. circinata var. zeae izolatlarinda hif rengi genel olarak turuncu gézlendi.
Hif renklerindeki farkliliklara gore; hifleri daha koyu turuncu pigmentasyona sahip olan
izolatlar: Agirlar, As7s11A, Bre ve C504 iken; hifleri turuncu pigmentasyona sahip olan
izolatlar: Crt21-P2b, ED100, Rcl246, Yakakent ve Yakintas; hifleri acik turuncu olan
pigmentasyona sahip izolatlar ise, CHTS1-ABC, Crt2-P2a, ED153, M-003, Macar,
Rss318, Rss319, Sariyurt ve USAO06 olarak ayrildi.

W. circinata var. zeae izolatlar1 sklerosyum olusturma sekillerine gore; ¢ok
sayida sklerosyum olusturanlar: CHTS1-ABC, Crt2-P2a, Crt21-P2b, ED100, M-003,
Rcl246, Rss319, Yakakent ve Yakintas; orta siklikta sklerosyum olusturanlar: As7s11A,
C504, ED153, Macar, Rss318 ve USA06; az sayida sklerosyum olusturan izolatlar:
Agirlar Bre ve Sartyurt olarak ayrildi.

Yogun miktarda hava hifi bulunduran W. circinata var. zeae izolatlar1 ise
As7s11A ve USAO06 olarak tespit edildi.

Petri alti pigmentasyonu bakimindan W. circinata var. zeae izolatlar
incelendiginde genel olarak sarimsi turuncu veya grimsi turuncu olarak ayrildiklari
gozlendi. Buna gore sar1 turuncu olanlar Bre, Crt21-P2b, Rss318 ve Sariyurt; grimsi
turuncu olanlar Agirlar, C504, CHTSI1-ABC, Crt2-P2a, ED100, Macar, Rss319,
Yakintas ve Yakakent izolatlar1 idi. Bunlarin disinda hem grimsi hem de sarimsi
turuncu bulunduranlar As7s11A, Rcl246 ve USAO06 iken, grimsi sar1 pigmentasyona
sahip olanlar ise M 003 ve ED153 izolatlar idi.

W. circinata var. zeae izolatlar1 kendi aralarinda gerek hif ve sklerosyum
pigmentasyonu gerekse hava hifi yogunluklari1 bakimindan morfolojik olarak farkliliklar

gosterdi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. W. circinata var. zeae izolatlarinin PDA’da gelisimi
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PDA’da gelisen W. circinata var. oryzae izolatlarimin hif pigmentasyonu
bakimindan oldukga ¢esitli olduklar1 gézlendi. Bunlardan 801387 grimsi turuncu, GH-
700 beyaz ve Mm 4-3 turuncu renkte idi.

W. circinata var. oryzae izolatlar sklerosyum yogunluklarina gére de degisken
olmakla birlikte sklerosyum olusturan 801387 ve GH-700 izolatlarinin sklerosyum
renkleri de Dbirbirinden farkli idi. 801387’nin sklerosyum pigmentasyonu
kahverengiyken, GH-700’{in rengi turuncu oldu.

Petri alt1 pigmentasyonu bakimindan W. circinata var. oryzae izolatlarindan
801387 grimsi sari, GH 700 beyaz ve Mm 4-3 sarimsi turuncu renkli idi.

W. circinata var. oryzae izolatlar1 arasinda da kiiltiirel morfoloji yiiziinden

farklilik g6zlendi (Sekil 4.2).

bl

Sekil 4.2. W. circinata var. oryzae izolatlarinin PDA’da gelisimi

W. circinata var. cirninata izolatt ED146’nin hif pigmentasyonu kenarlarda
grimsi sart ve petrinin ortalarinda grimsi turuncu olarak, orta siklikta bulunan
sklerosyumlarinin rengi grimsi turuncu olarak ve petri altt hif rengi ise yine grimsi

turuncu olarak gozlendi (Sekil 4.3).
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Sei(il 4.3. W. circinata var. circinata izolatmin PDA’da geligimi

4.2. izolatlarin Makroskobik Anastomoz Durumlarinin incelenmesi

PDCA (patates dekstroz komiir agar) agarda yapilan makroskobik anastomoz
testlerinde izolatlar arasinda ¢izgi seklinde bir hat olusmasit durumu izolatlarin hifleri
arasinda C2 tipi anastomoz yani tuft reaksiyonunun (T) olustugunu (Sekil 4.4), ¢izginin
goriilmemesi ve hiflerin birbirine karigmasi durumu ise izolatlarin hifleri arasinda

merge reaksiyonunu (M) yani C3 reaksiyonun varligini gosterdi (Sekil 4.5).

B

Sekil 4.4. PDCA agarda izolatlarda goriilen T-C2 anastomoz durumu
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Sekil 4.5. PDCA agarda izolatlarda goriilen M-C3 anastomoz durumu

Rhizoctonia izolatlarinin kendileriyle ve birbirleriyle yaptiklari makroskobik

anastomoz sonucunda Cizelge 4.2°de gosterilen sonuglar elde edildi.
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Cizelge 4.2. Rhizoctonia spp. izolatlarinin makroskobik anastomoz sonuglari

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
22 | C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2
21 | C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2
20 | C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C3
19 | C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C3
18 | C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2
17 | C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2
16 | C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2
15 | C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C3
14 | C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2
13 | C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2
12 | C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2
11 | C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C3
10 | C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C3
9 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2
8 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C3
7 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2
6 C2 C2 C2 C2 C2 C3
5 C2 C2 C2 C2 C3
4 C2 C2 C2 C2
3 C2 C2 C3
2 C2 C3
1 C3
1. MOO3 12. Crt21 - P2b
2. AS7SI11A 13. Yakakent
3. C504 14. EDI100
4. Bre 15. ED153
5. Rcl246 16. CHTS1-ABC
6. Rss318 17. USA06
7. Rss319 18. Macar
8. Agirlar 19. ED146
9. Saryurt 20. 801387
10. Yakintas 21. GH 700
11. Crt2 - P2a 22. Mm 4-3

Dip Not: C2’ler T (turf) reaksiyonu, C3’ler ise M (merge) reaksiyonu gostermektedir.
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Anastomoz durumlar1 incelendiginde higbir izolatin birbirleriyle C3-M
anastomoz yapmadig1 gozlendi. Kendi kendine C3-M anastomoz yapmayan izolatlarda
mevcuttu. Buna gore M-003, As7s11A, Rcl246, Rss318, Agrilar, Yakintas, Crt2-P2,
ED153, ED146 ve 801387’nin kendileriyle anastomoz yaptig1 goriildii. Bu sonuclar
izolatlarin birbirleriyle iliskili olduklarin1 gosterdi, fakat bu sonuglarla daha ileri

seviyede bir ayrim yapilamadi.

4.3. PCR-RFLP Sonuclarimin incelenmesi

ITS1-5.8S-ITS2 gen bolgesi ¢ogaltilan tiriinler Hhal, Msel ve Taq"l enzimleri ile
kesildi ve jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra goriintilendi. Hhal, Msel ve Taql
ile yapilan enzim kesimlerinin elektroforez goriintiileri sirastyla Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve
Sekil 4.8 de verildi. Rhizoctonia izolatlarinin PCR iiriinleri asagidaki verilen sirayla

yiiklendi:

—_

MOO3 19. ED146
AS7S11A 20. 801387
C504 21. GH700
Bre 22. Mm4-3
Rcl246
Rss318
Rss319
Agirlar

o »®» 2o kWD

Sartyurt

—_
=)

. Yakintas
.Crt2 - P2a
.Crt21 - P2b

. Yakakent
.EDI100
.ED153

. CHTS1-ABC
. USA06

e e e e e
0 N N N kA~ WD =

. Macar



47

23456 7TEMBSI0OIN 12131415 M 161718 19 2021 22

£ .-..‘
& -

& L e

2 T TRl TR eewe =T

L . =T

Sekil 4.6. Hhal enzimiyle kesim

BT 1 2 3 456 7T AN O 101112151415 M 1617 1319 20 21 22 M

Sekil 4.7. Msel enzimiyle kesim
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M1234 567 8M9I0MI12131415MI161718192021 220

Sekil 4.8. Taq"l enzimiyle kesim

ITS1-5.8S-ITS2 gen bolgesi PCR iiriinleri enzimlerle kesildikten sonra olusan
fragmentler, bu fragmentlerin bulunup bulunmama durumlarina gore 1 ve 0 olarak
kodlandi. Kodlama sonuglar1 kullanilarak Phylip v3.68 programinda UPGMA agaglar elde
edildi (Sekil 4.9).
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003

ED153

| Ezs313
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ED14&

Es:319

’7 Wm 4-3
L‘ Ecl24s
GH 700

CHTS 1-ABC

manyurt

SR Crt2-P2a

— Ort21-P2b
Takakent
ED100

Ere

‘ w1387

ASTEI1A

504
0.01

Sekil 4.9. RFLP iiriinlerinin UPGMA agaci
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Agagta goriildugii gibi W. circinata var. zeae izolatlar1 W. circinata var. oryzae ve
W. circinata var. circinata izolatlarindan kesin bir sekilde ayrilamadi. Izolatlar 2 dala
boliindii ve her dalda karisik bir dagilim gosterdi. W. circinata var. zeae izolatlari ise genel

olarak diger izolatlardan ayrilabildi.

4.4. DNA Dizi Analizi Sonuclarinin incelenmesi

ITS1 ve ITS4 primerleriyle ¢cogaltilan Rhizoctonia spp. ITS1-5.8S-ITS2 gen bolgesi
tirtinlerinin dizi analizi Macrogen firmasi tarafindan yapildi. Analiz sonuglart alindiktan
sonra, SeqMan programinda diziler birlestirilmeye c¢alisildi fakat bazi diziler
birlestirilemedi. Bunun sonucunda genel olarak iyi olan ve ITS4 primeri ile dizilenen ITS2
gen bolgelerine ait diziler aga¢ yapiminda kullanildi.

Onceki calismalarda kullanilan ve izolat numarast AY684917 ve kodu FSR-052
olan Athelia (Sclerotium) rolfsii izolat1 dig grup olarak kullanildi (Sharon ve ark., 2006).
W. circinata var. oryzae izolatlar1 GH-700 ve Mm 4-3’nin ITS2 dizileri ¢ok kisa
olmalarindan dolayr kullanilamadi. Ek olarak NCBI’in sitesinden alinan AB213570 ve
AB213576 numarali NAP-FW ve INA-BG kodlu W. circinata var. agrostis (Rhizoctonia
agrostis) izolatlar1 da aga¢ yapiminda kullanildi. Bu diziler kullanilarak Phylip v3.68
programinda elde edilen Neighbor Joining-Bootstrap agaci Sekil 4.10°de verildi.
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801387
ED 146
Yalantag
Ca04
460 Macar
aa0
— 675
—1 353
Ere
ASZTE11A
242 cag Agrlar
1003
Ecl246
ED 153
Es:313
ED100
Crt2-Pla
723 Ess319
242
TSADE
IA-BG
WAP-FW

Crt21-P2b

B&7
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Agagta gorildigi gibi biitin W. circinata var. zeae izolatlar, W. circinata var.
oryzae, W. circinata var. agrostis ve W. circinata var. circinata izolatlarindan ayrildi. W.
circinata var. zeae izolatlari ise 691 (yaklasik %70) bootstrap degeriyle iki alt dala ayrildi.

Phylip programinda elde edilen parsimoni agaci ise Sekil 4.11°da verildi. Buna

gore:
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Incelenen W. circinata var. zeae izolatlarimin rDNA-ITS dizilerinin homojen
olmadig1 goriildii. Neigbor-Joining ve Parsimoni agaclart topolojik olarak birebir ayn
olmamakla birlikte, Waitea circinata var. zeae (R. zeae) izolatlarimin iki alt gruba

ayilmasini saglandi.



55

5. TARTISMA

Bu c¢alismada diinyanin ¢esitli iilkelerinden (ABD, Brezilya Japonya, Macaristan,
Tayvan ve Tirkiye) elde edilen Waitea circinata var. zeae izolatlar1 karsilastirilarak, bu
izolatlar biyolojik cesitlilik yoniinden degerlendirilmistir. Waitea circinata tiriine ait 18
adet Waitea circinata var. zeae (R. zeae), 1 adet Waitea circinata var. circinata ve 3 adet
Waitea circinata var. oryzae (R. oryzae) izolatt morfolojik, makroskobik anastomoz ve
genetik farkliliklar1 bakimindan incelenmistir.

Otuz giinliik inkiibasyon siiresinde Waitea circinata var. zeae izolatlariin koloni
renklerinin beyazdan turuncuya dogru degistigi belirlenmistir. Bu sonug, Voorhees
(1934)’in Waitea circinata var. zeae i¢in belirttigi “gen¢ donemlerinde seffaf ve tanecikli,
olgun donemlerinde ise kirmizimsi kahverengi” tanimindan daha ziyade Toda ve ark.,
(2005)’nin Waitea circinata var. zeae igin belirttigi pigmentasyon seyri ile uyumludur.
Sklerosyumlariin renginin ise turuncudan kahverengimsi turuncuya dogru degistigi
saptanmigtir. Kiiltiirel morfoloji ¢alismalar1 sonucunda Waitea circinata var. zeae izolatlar
arasinda morfolojik 6zellikleri agisindan bazi farkliliklar gozlenmis fakat bu ozelliklerle
Waitea circinata var. zeae izolatlar1 i¢inde anlamli gruplar olusturulamamuistir.

Makroskobik anastomoz testleri sonucunda izolatlarin birbirleriyle M (C3)
anastomoz yapmadiklar1 gozlemlenmistir. Buna karsilik, kendi kendisiyle M (C3) tipi
anastomoz yapan izolat sayisi da oldukca azdir. Waitea circinata var. zeae WAG-Z
icerisinde anastomozun sik stk meydana geldiginin bildirilmis olmasina ragmen (Toda ve
ark.,2005; Oniki ve ark. (1985)’dan), makroskobik anastomoz analizi ile Waitea circinata
icinde anastomoz grup ayriminin yapilmasi miimkiin olmamastir.

Waitea circinata var. zeae izolatlar1 arasindaki genetik c¢esitliligi belirlemek
amaciyla yapilan tDNA-ITS RFLP calismasindan elde edilen sonuglar daha 6nce Toda ve
ark. (2005) tarafindan yapilan RAPD-PCR calismasinda elde edilen sonuglara benzer
sekilde Waitea circinata var. zeae izolatlarinmin homojen bir grup olmadigini, bir takim alt
gruplart icerebilecegini gostermistir. Ancak, Orneklere ait RFLP sablonlar1 ile Waitea
circinata var. circinata ve Waitea circinata var. oryzae izolatlarinin ayrimi tam olarak
yaptlamamistir. Bunun nedeni olarak, Waitea circinata var. zeae’nin rDNA-ITS
bolgesindeki varyasyonu gostermek icin kullanilan enzim setinin yeterli olmadigi

sOylenebilir.
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Waitea circinata var. zeae igerisindeki genetik varyasyonu daha agik bir sekilde
gosterebilmek i¢in ITS2 bolgelerinin molekiiler dizi analizleri de yapilmistir. Yapilan
analizler sonucunda RFLP analizine gore daha net bir ayrim ortaya ¢ikmistir. Buna gore
Neighbor Joining-Bootstrap analizi Waitea circinata var. zeae izolatlarini, Waitea
circinata var. oryzae, Waitea circinata var. circinata ve Waitea circinata var. agrostis
izolatlarindan belirgin bir sekilde ayirmistir. Bu durum Sharon ve ark. (2006) tarafindan
yapilan tDNA-ITS dizi analizi sonuglar1 ile uyumlu olmakla birlikte, bizim calismamiz
Waitea circinata var. zeae iginde yaklasik olarak %70 bootstrap degeriyle ayrilan iki alt
grubun varligin1 gostermektedir. Bu durum g¢alismamizda Neigbor-Joining ve Parsimoni
agaclarinda birebir uyumlu olmasa da, dallanma durumu biiyiikk O6lgiide benzerlik
gostermektedir. Cografik olarak oldukc¢a farkli yerlerde olmalarina ragmen Japonya,
Macaristan ve Tirkiye izolatlar1 ayn1 dalda yer almistir. Diger dalda ise ABD, Brezilya,
Japonya, Tayvan ve Tiirkiye izolatlar1 bulunmaktadir. Bu ¢alisma Waitea circinata var.

zeae i¢inde yer alan izolatlarin iki alt gruba ayrilabilecegini gosteren ilk ¢aligmadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Arastirmada diinyanin ¢esitli lilkelerinden (ABD, Brezilya Japonya, Macaristan,
Tayvan ve Tirkiye) elde edilen Waitea circinata var. zeae karsilastirilarak filogenetik
iligkileri degerlendirilmistir. Deneme dort asamali olarak gergeklestirilmistir: Birinci
asamada, stokta bulunan izolatlarin aktiflestirilerek kiiltiirel morfolojilerinin incelenmesi;
ikinci asamada, makroskobik anastomoz durumlarmin belirlenmesi; {i¢lincii asamada,
izolatlarn DNA izolasyonlarinin yapilmasi ve PCR-RFLP sablonlarinin tespiti ve
degerlendirilmesi; dordiincii ve son asamada, ITS1-5.8S-ITS2 dizi verilerinin
olusturulmasi ve filogenetik degerlendirmeler yapilmaistir.

(1) Cizelge 4.1.°de gosterilen Rhizoctonia izolatlarinin kiiltiirel morfolojilerinin
degisiklik gostermekle birlikte Toda ve ark. (2005)’larmin belirttigi karakteristik
ozelliklerle uyumlu olduklari goriilmiistiir.

(2) Makroskobik anastomoz g¢aligmalart Mahmoud ve ark. (2006) ve Macnish ve
ark. (1997)’a gore yapilmistir. Genel olarak izolatlarin birbirleriyle iligkili olduklar1 ancak
bu yontemle izolatlarin ayriminin miimkiin olmadig1 goriilmistiir.

(3) DNA izolasyonlart yapilan izolatlarin ITS1-5.8S-ITS2 bdlgesi PCR ile
cogaltilmistir. Cogaltilan bolgeler Hhal, Msel ve Taq’l enzimleriyle kesildikten sonra elde
edilen UPGMA agacinda (Sekil 4.9) bazi izolatlar hari¢ gruplarin birbirinden ayrildiginm
fakat baz1 izolatlarin diger gruplarla birlikte grup olusturdugu goriilmiistiir. RFLP-PCR
calismas1 Waitea circinata var. zeae disindaki izolatlardan daha ¢ok Ornekle ve baska
enzim setleri ile ¢aligma yapildiginda daha iyi sonug verebilir.

(4) ITS2 dizi bolgesinin dizi analizi sonucunda, olusturulan agaglarda Waitea
circinata var. zeae’nin, Waitea circinata var. oryzae, Waitea circinata var. circinata ve
Waitea circinata var. agrostis izolatlarindan belirgin sekilde ayrildig1 gézlenmis ve Waitea
circinata var. zeae izolatlarinin kendi i¢lerinde iki alt dala ayrildiklart gosterilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada kiiltiirel 6zelliklerin izolatlarin ayriminda yetersiz oldugunu,
molekiiler caligmalarin gerekliligini ortaya ¢ikarmigtir. Diinyanin gesitli yorelerinden elde
edilen izolatlarin yapilan molekiiler ¢alisma sonucunda iki alt gruba ayrilabilecegi tespit
edilmistir. Daha onceki calismalarda (Sharon ve ark., 2006) bu sekilde bir ayrimin
olmamasinin nedeni Onceki ¢alismalarda kullanilan izolat sayisinin az olmasi ve ayni

bolgeye ait olan izolatlarla yapilmis olmasidir.
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Dolayisiyla bu calisma ile Waitea circinata var. zeae tiiri igerisinde homojenlik

olmadigi, grup i¢inde iki alt grubun var olabilecegini ilk kez ortaya ¢ikarilmistir.
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