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ABSTRACT

DETERMINATION OF Didymella rabiei AS QUANTITATIVELY IN
INFECTED CHICKPEA PLANTS

AKVEC, Oguz
M.Sc. Thesis in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Canan CAN
Co-Supervisor: Asst. Prof. Dr. Feyza Nur KAFADAR
August 2019
54 pages

The chickpea (Cicer arietinum L.), an edible plant that has an important place among our
main food sources, is also a very rich protein. For this reason, it has a large share of planting
area in terms of production. However, both economical and phytopathological problems
have restricted the cultivation of chickpeas and caused great decreases in productivity.
Ascochyta Blight caused by Didymella rabiei (Kovachevski) von Arx [anamorph:
Ascochyta rabiei (Passerini) Labrousse] is one of the most important plant diseases
affecting the continuity and productivity of chickpea production negatively. It is known that
the pathogenic potential of D. rabiei is quite variable. From this perspective; to design
appropriate strategies for controlling the effect and to train resistant varieties; understanding
of disease mechanism, design of appropriate breeding strategies and biologic and genetic
characterization of pathogen should be known. Through quantitative real-time polymerase
chain reactions (QRT-PCR), D. rabiei pathogens can be detected directly from among
different fungal species. In this study, pathogenic fungi obtained from infected plants
collected from surveillance in 2013 and 2014 were used. The isolates obtained from these
examples are available in stocks of Department of Biology of Gaziantep University. As a
result of the pathogenicity tests performed, infectious plant materials and disease severity
data of D. rabiei were obtained. By designing the specific primer-probe combinations for
D. rabiei fungus causing infections in all over - ground parts of the chickpea plant; gRT-
PCR applications. cDNA synthesis was performed from the isolates present in the stocks
for use in gRT-PCR applications. As a result of the study, quantitative determination of
infected chickpea plants with different virulence levels under in-vitro conditions were
achieved.

Keywords: Chickpea, Didymella rabiei, gRT-PCR, Pathotype.



OZET

Didymella rabiei’NIN INFEKTELI NOHUT BIiTKILERINDE KANTITATIF
OLARAK BELIRLENMESI

AKVEC, Oguz
Yuksek Lisans Tezi, Biyoloji
Damisman: Prof. Dr. Canan CAN
Ikinci Tez Damismami: Dr. Ogr. Uyesi Feyza Nur KAFADAR
Agustos 2019
54 sayfa

Temel besin kaynaklarimiz arasinda 6nemli bir yere sahip, yemeklik bir bitki olan nohut
(Cicer arietinum L.), protein bakimindan oldukga zengin bir besindir. Bu nedenle uretim
acisindan bakildiginda ekim alanlar olarak biiyiik bir paya sahiptir. Ancak gerek ekonomik
gerekse fitopatolojik sorunlar nohut ekimini kisitlamig ve verim agisindan biiytik diistislerin
yasanmasina neden olmustur. Didymella rabiei (Kovachevski) von Arx [anamorph:
Ascochyta rabiei (Passerini) Labrousse]’nin neden oldugu Ascochyta Yamkligi nohut
tiretiminin stirekliligini ve verimini olumsuz yonde etkileyen en 6nemli bitki hastaliklariin
basinda gelmektedir. D. rabiei’nin patojenik potansiyelinin olduk¢a degisken oldugu
bilinmektedir. Bu bakimdan; etmenin kontrol altina alinmasina yonelik uygun stratejilerin
tasarlanmasi ve dayanikli ¢esitlerin yetistirilmesi i¢in; hastalik mekanizmasinin kavranmasi,
uygun slah stratejilerinin  tasarlanmasi  ve patojenin  biyolojik ve genetik
karakterizasyonunun bilinmesi gerekmektedir. Kantitatif gergek zamanl polimeraz zincir
reaksiyonlar1 (QRT-PCR) sayesinde farkli fungal tiirler arasindan D. rabiei patojeni direkt
tespit edilebilmektedir. Bu ¢alismada, 2013 ve 2014 yillarinda yapilan surveylerden
toplanilan infekteli bitkilerden elde edilen patojenik funguslar kullamilmigtir. Bunlardan elde
edilen izolatlar, Gaziantep Universitesi Biyoloji Béliimii stoklarmda mevcuttur. Yapilan
patojenisite testlemeleri sonucunda infekteli bitki materyalleri ve D. rabiei‘nin hastalik
siddeti verileri elde edilmistir. Nohut bitkisinin toprak {istii tlim aksamlarinda infeksiyona
neden olan D. rabiei fungusuna spesifik primer-prob kombinasyonlar tasarlanarak; qRT-
PCR uygulamalarinda kullanilmistir. gqRT-PCR uygulamalarinda kullanilmasi amaci ile
stoklarda mevcut olan izolatlardan cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Sonug olarak hastalik
etmeninin; farkh viriilenslik seviyelerine sahip infekteli nohut bitkilerinden in-vitro kosullar
altinda niceliksel olarak belirlenmesi saglanmustir.

Anahtar Kelimeler: Nohut, Didymella rabiei, gqRT-PCR, Patotip
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BOLUM 1

GIRIS

Ulkemizin Giineydogu Anadolu Bolgesi de dahil olmak iizere Suriye, Irak, Israil,
Kuveyt, Liibnan, Urdiin ve Iran’in Bat1 kesimlerini de kapsayan bolgeler “Bereketli
Hilal” topraklari olarak tanimlanmaktadir. Bu topraklar tahil ve baklagil iiriinlerinin
yan1 sira bu iirlinlere ait patojenlerin de orijin bdlgesi konumundadir (Lev-Yadun vd.,

2000; Salamini vd., 2002).

Kiltir nohutu (Cicer arietinum L.) ilk olarak Tiirkiye’nin Giineydogu Anadolu
Bolgesi ve Suriye’nin Kuzey kesiminde kiiltiire alinmistir. Bu bolge ayni zamanda
nohutun orijin boélgesidir (Ladizinsky ve Adler, 1976; Van der Maesen, 1987; Lev-
Yadun vd., 2000).

Nohut, basta daneleri olmak iizere bitkinin biitiin kisimlarinda yiiksek miktarda
protein icerigine sahiptir. Bu nedenle de yemeklik dane baklagiller olarak
isimlendirilmektedir. Nohut daneleri %18-36 oraninda protein miktarina sahiptirler.
Insan metabolizmasinda sentezlenemeyen aminoasitleri de igermesinden dolay
beslenme agisindan yiiksek dneme sahiptirler. Protein miktarinin yaninda A, B ve D
vitaminleri igerigi de oldukga fazladir. Nohut tohumu; %38-59 oraninda karbonhidrat
(%57-60’1 sindirilebilir), %25,3-28,9 oraninda protein (%76-78’1 sindirilebilir), %3
oraninda lif, %4,8-5 oraninda yag ve %2 oraninda kalsiyum igerigine sahiptir (Hulse,
1989).

Nohut, 16 adet kromozom (2n= 16) ig¢eren diploid bir iiriindiir. Ayn1 zamanda kendi
kendini ddlleyebilme yetenegine sahiptir. Baklagiller (Leguminosae) familyasindan
olan, fasulye (Phaseolus vulgaris L.)’nin ardindan diinyada en ¢ok tiiketilen ikinci
siradaki besin tirtinidiir (FAOSTAT, 2013).



Yaklasik olarak 740 Mb’lik bir genoma sahip olan nohut, karyotipi uzun ve satellit
kromozom yapisinda olmasi ile karakterize edilmektedir. Bunun yaninda 4 adet

metasentrik kromozom ve digerlerinden daha kisa yapiya sahip 3 adet kromozom

icermektedir (Weeden vd., 1993, 2000).

Nohut, kuraklik stresine karsi toleransi olan bir iiriindiir. Uriin soguk kosullar

karsisinda da iyi bir adaptasyon gostermektedir (Sehirali, 1996).

Yenilebilir tane baklagillerden olan nohut, farkli bircok toprakta yetistirilebilen bir
kaltur bitkisidir. Toprak verimliligi agisindan pek ¢ok fayda saglamaktadir (Suzuki
ve Konno, 1982; Sharma ve Jodha, 1984; Hulse, 1989). Bu 6zelligi nedeni ile az
gelismis veya gelismekte olan iilkelerin beslenme listelerinde st siralarda yer

almaktadir (Hulse, 1989).

Nohut (C. arietinum L.) bitkisinin sistematikteki yeri asagidaki gibidir (TUBIVES,
2016);

Alem : Plantae

Altalem : Tracheobionta
Sube : Magnoliophyta
Sif : Magnoliopsida
Altsinif : Rosidae

Takim : Fabales

Aile : Fabaceae

Cins : Cicer

Tar : Cicer arietinum L.

Nohutta Ascochyta Yanikligi’'na neden olan Didymella rabiei (Kovachevski) von
Arx [anamorph: Ascochyta rabiei (Passerini) Labrousse], ekonomik agidan verimsel
diisiislerin asil kaynagidir (Malik, 1984). Verimsel diisiislere ayrica, bircok abiyotik
ve biyotik faktor de etki etmektedir. Ancak bu fungal patojenin neden oldugu
yaniklik hastalig1 en biiyiik biyotik faktordiir (Haqqani vd., 2000).

Bitkiler Uzerine etki eden patojenler; nematodlar, funguslar, virsler ve bakteriler
olarak belirtilmektedir. Her tir, beslenmek icin nekrotrofi, biyotrofi gibi yonelimler

gerceklestirir. Tarim alanlarinda ekonomik agidan ciddi kayiplara neden olan
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nekrotrofik funguslar, olduk¢a genis bir konukcu alanina sahiptirler (Pusztahelyi vd.,
2015).

Genetik iyilestirme programlar1 dahilinde hastalik ve zararlilara kars1 direngli gesit
kullanim1 en 6nemli ¢alismalardandir. Bu amagcla nohut ¢esitleri i¢in bir¢ok direncli
hat tespit edilmistir (Haq vd., 1981; Nene ve Reddy, 1987; Igbal vd., 1989; Igbal vd.,
1994). Yaniklik hastaligina neden olan fungal patojenin biyolojik ve genetik
Ozelliklerinin bilinmesi hastaliga uygun bir kontrol stratejisinin ve direngli gesit
gelistirilmesinin Onilinii agacak bir faktordiir. Bununla birlikte hastalik yolaginin
tespitini ve mevcut 1slah programlarin modifiye edilmesini saglayacaktir (Qureshi ve
Alam, 1984; Nene, 1984; Reddy ve Kabbabeh, 1985; Gowen vd., 1989; Hussain ve
Malik, 1991; Jan ve Wiese, 1991; Jamil vd., 1993; Morjane vd., 1994).

Konukgu ve patojenin orijin bolgesi olarak belirtilen Turkiye’nin Gilineydogu
Anadolu Bolgesi patojenin genetik cesitliligi agisindan zengin alanlar olarak
tanimlanmaktadir (Lev-Yadun vd., 2000; Ozkiling, 2010; Ozkiling vd., 2011).

Literatiirlerde konukg¢u bitki ile fungal patojenin bir arada evrimlestikleri ifade
edilmektedir. Bu da patojenin sahip oldugu genetik yapinin, bitki dayanikliligina
bagl olarak degisiklik gostermesi ile agiklanmaktadir (Abbo vd., 2009).

Uygun kosullar altinda infeksiyon ve penetrasyon meydana gelmesi durumunda
bitkinin toprak iistii tim aksamlarinda koyu kahverengi tonlarinda, yuvarlak ve oval

sekillerde ve 3-4 cm uzunluga sahip lezyonlar gézlemlenebilmektedir (Ergtin, 2001).

Nohutta goriilen fungal patojenler, ekonomik a¢idan Onemli derecede iirlin
kayiplarina sebebiyet verebilmektedirler. Bu patojenler arasinda en énemli olanlari

Fusarium ve Ascochyta tlrleridir (Smitson, 1985).

Globallesen diinyada her gecen giin artan besin ihtiyacina en biiylik engel bitki
hastaliklaridir. Ancak 19. yy.’in ikinci yarisinda bu hastaliklarin  kimyasal

faktorlerden kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmeye baglanmistir (Qurban vd., 2011).

Kuraklik, asirt nem ve tuzluluk gibi abiyotik stres faktorleri ile Fusarium Solgunlugu
ve Ascochyta Yanikligi gibi biyotik faktorlere karsi oldukca hassas olmasindan
dolay1 nohutta iiriin miktar1 oldukga azdir. Bu faktorler arasinda nohutta en blyik

kayiplarin sebebi D. rabiei’nin neden oldugu Ascochyta Yanikligi’dir. Etmen,
3



bitkinin toprak alti organlarimi infekte ederek govde, yaprak, ¢icek ve kapsiiller
uzerinde kahverengiden siyaha kadar degisen renklerde lezyonlar meydana getirir.
Hastalik neticesinde bitkide %10’dan %100’e varan Triin kayiplari meydana

gelmektedir (Nene, 1988; Dolar, 1994).

Bitki hiicrelerinde nekroz gelisimine sebep olan fungal patojenler, bitkinin
savunmasini kirarak hastalik olusumunu saglarlar. Bitkiler ile patojenlerin uyumu
cok oOnemlidir. Bazi1 bitkilerle azot bakterileri gibi simbiyotik bir yasam sekli
olusturan patojenler, bitki i¢in fayda da saglayabilmektedirler. Ancak D. rabiei’nin
neden oldugu Ascochyta Yaniklig1 ciddi bir hastaliktir. Ozellikle kis aylarinda 15-
25°C gibi sicakliklarda etkisini arttiran Ascochyta Yanikligi, {irliniin tamamen yok

olmasina neden olabilmektedir (Ford vd., 1999).

Nohutta iirlin kalitesi ve miktarinin azalmasina neden olan Ascochyta Yanikligi,
bitkinin toprak {stli tim aksamlarinda kuruma ve lekeler seklinde simtomlarin
olusumuna sebep olmaktadir. Epidemi i¢in uygun kosullar gerceklestiginde iirtinlerin

tamamina yakin oranda kayiplarin olustugu belirtilmistir (Reddy ve Singh, 1990a).

1911°’de Pakistan’da Butler tarafindan gergeklestirin bir calismada Ascochyta
Yaniklig: ilk kez gozlemlenmistir (Butler, 1918). Bremer (1948)’in yaptig1 ¢aligsma
ile de ilk defa Tiirkiye’nin I¢ Anadolu ve Giineydogu Anadolu Bolgeleri'nde bu

hastaliga rastlanilmistir.

Cicer spp.’nin gelisim evreleri; kis mevsiminde ¢imlenme, kis mevsimi sonu ile
bahar mevsimi basinda ci¢ceklenme ve ardindan yaz mevsimi basinda olgunlagma
seklinde gerceklesmektedir. Cicer spp.’nin gelisim dongiisii, orijin merkezi olarak
kabul edilen tlilkemizin Glineydogu Anadolu Bolgesi’nde kiiltiir nohutu disinda tarih
boyunca bu sekilde kalmis ve ilerleyen siirecte Ascochyta Yanikligi hastaliginin
siddetini azaltabilecegi diislincesiyle nohut ekimi ilkbahar mevsimine alinmistir

(Abbo vd., 2003).

Standart izolatlarin test gruplar ile laboratuvar ortaminda gergeklestirilen melezleme
ve esey yapilarimi belirleme ¢alismalari D. rabiei’de klasik yéntemlerden biridir
(Armstrong vd., 2001; Kaiser ve Kismenoglu, 1997; Wilson ve Kaiser, 1995). Bu
uygulamalarda kullanilan yontemler i¢in uzun zaman siireglerine ihtiyag

duyulmaktadir. Dolayistyla da hatali veriler elde etmek miimkiin olabilmektedir
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(Navas-Cortes vd., 1998).

D. rabiei’ye ait izolatlarda farkli viriilenslik seviyelerinin oldugu belirtilmistir
(Udupa vd., 1998).

D. rabiei’de mevcut popiilasyonlardaki patojenik ¢esitlilik, Hindistan (Navas-Cortes
vd., 1998), Suriye ile Libnan (Reddy ve Kabbabeh, 1985; Udupa vd., 1998), Turkiye
(Dolar ve Giircan, 1992; Tiirkkan ve Dolar, 2009), Ispanya (Navas-Cortes vd., 1998),
Pakistan (Jamil vd., 2000), Avustralya (Khan vd., 1999), Kanada (Chongo vd.,
2004), ABD (Chen vd., 2004) ve Israil’den (Lichtenzveig vd., 2005) rapor edilmistir.
Calismalar kapsaminda D. rabiei’ye ait 11 ila 130 kadar izolat, birbirinden farkli 3
ila 15 nohut ¢esidi ile test edilerek en az 3, en fazla da 14 farkli irk veya patotip
seklinde gruplandirildig: belirtilmistir (Vail ve Banniza, 2008).

Arastirmacilarin bazilar1 D. rabiei’nin sahip oldugu patojenik ¢esitlilik igin 1k
tanimlamasini kullanmalarina karsin (Ambardar ve Singh, 1996; Dolar ve Giircan,
1992; Turkkan ve Dolar, 2009), baz1 arastirmacilar da fungus-konukgu
Ozellesmesinin  net olarak tanimlanmamasindan dolayr 1wk tanimlamasini

kullanmamak gerektigini belirtmislerdir (Lichtenzveig vd., 2005).

Baz1 arastirmacilar ¢esit-izolat arasindaki interaksiyonu anlamli olarak rapor
etmiglerdir (Phan vd., 2003; Chongo vd., 2004; Cho vd., 2004). Bazi ¢aligmalarda ise
patotip gruplarim1 belirlemek amaciyla farkli genotip setlerine sahip izolatlar
kullanilmistir (Reddy ve Kabbabeh, 1985; Navas-Cortes vd., 1998; Udupa vd., 1998;
Jamil vd., 2000; Chen vd., 2004).

Suriye’de gergeklestirilen bir c¢alismada D. rabiei’ye ait izolatlardaki patojenik
varyasyon, 3 farkli patotip grubunun (Patotip I, Patotip II ve Patotip III) varhig ile
raporlandirilmistir (Udupa vd., 1998).

D. rabiei’deki patojenik ¢esitlilik ve DNA temelli (mikrosatellit markirlar, RAPD)
genetik farkliliklar arasinda bir iliski saptanamamigtir (Navas-Cortes vd., 1998;
Udupa vd., 1998; Hamza vd., 2000; Santra vd., 2001). Bunun yaninda bazi genetik
markir sistemlerinin D. rabiei’de patojenite ve viriilenslik seviyesi ile baglantili
oldugunun rapor edildigi ¢alismalar da mevcuttur (Weising vd., 1991; Udupa vd.,
1998).



Hindistan’da 1963 yilinda D. rabiei’de gerceklestirilen bir ¢alismada izolatlar arasi
patojenik farkliliklar oldugu belirtilmistir (Saxena ve Singh, 1984). Bu nedenle
patojen populasyonunda goérilen genetik ve patojenik farkliliklarin belirlenmesi
gerekmektedir. Fungal etmen kaynakli kayiplarin en aza indirgenmesi ve hastaliga
kars1 dayanikli gesitlerin gelistirilmesi olduk¢a 6nemlidir (Nene, 1984; Morjane vd.,
1994).

Bir¢ok fungal patojende oldugu gibi D. rabiei’de de biiyiik bir patojenik ¢esitlilik s6z
konusudur. Bunun nedeni olarak da literatlirde fungusun eseyli déneminin olmasi
gosterilmektedir. Boylelikle yapilan ¢alismalar sonucunda farkli, yeni bir¢ok patotip
ile karsilagilmaktadir. Nohut cesitlerinde hastaliga dayaniklilik durumu zaman

icerisinde degiskenlik gdsterebilmektedir (Nene ve Reddy, 1987).

Etmen, nohut ¢esitlerinin ¢ogunda infeksiyona neden olmaktadir. Patojenik ¢esitlilik
sonucunda olusan farkli patotiplerin tespitinde, bu infeksiyon sonucunda bitkilerde
meydana gelen simptomlar gézlemlenmis ve D. rabiei’nin patojenik potansiyelinin
olduk¢a degisken oldugu fizyolojik bir gbzlem sonucu ortaya konulmustur (Porta-
Puglia, 1992). Ulkemizde yapilan calismalarin sonucunda da, D. rabiei’nin her iki
eslesme tipinin mevcut oldugu ve bu izolatlarda genetik varyasyon ve farkl
patotiplerin meydana ¢ikti1 saptanmustir (Kaiser ve Klsmenoglu, 1997; Ozkiling,
2006; Can vd., 2007).

Yabani nohut tdrleri ve kiltir nohutunda toprak Ustll tim aksamlar1 etkileyen,
konukguya 6zgii olan ve Ascochyta Yanikligi’na sebep olan D. rabiei, nekrotrofik bir
fungal fitopatojendir (Nene ve Reddy, 1987; Akem, 1999; Frenkel vd., 2007,
Ozkiling vd., 2011).

A. rabiei’'nin eseyli formu olan D. rabiei, Kovachevski tarafindan Bulgaristan
sinirlart  igerisinde 1936 yilinda kiglamis nohut bitkisi artiklar1 {izerinde
gozlemlenmistir (Kovachevski, 1936). D. rabiei, hastaligin epidemiyoloji
calismalarinda 6nemli bir role sahiptir (Trapero-Casas ve Kaiser, 1992a).

D. rabiei, hastaligin yayilmasinda goriilen eseysiz dénem ve viriilenslik seviyesi
acisindan farkliliklara sahip olan patotiplerin meydana geldigi eseyli donem olmak

tizere iki farkli yagsam dongiisiine sahiptir (Chen vd., 2004).



D. rabiei, askosporlar1 iceren ve aksuslari meydana getiren peritesyumu eseyli
doneminde olusturmaktadir. Eseysiz doneminde ise bitkinin toprak st tiim
aksamlarinda pikniosporlari (conidia) igeren kiire seklinde, koyu kahverengi
tonlarinda ve yaklasik olarak 140-200 um c¢apa sahip piknitler olusturmaktadir
(Haware, 1987).

D. rabiei heterotallik 6zelliktedir ve MAT Allel Genleri (tek eslesme genleri) ile
kodlanmaktadir. Tek gen aracilig1 ile yonetilen MAT lokus bolgeleri, MAT1.1 ve
MATI.2 olmak iizere idiomorflara sahiptir. Bu gen bolgeleri sayesinde eseyli olarak

tireyebilme ve adaptasyon avantajina sahip olurlar (Tivoli ve Banniza, 2007).

D. rabiei’nin sistematikteki yeri agsagidaki gibidir (Aveskamp vd., 2010; Hyde vd.,
2013; Wijayawardene vd., 2014; Mycobank, 2017);

Alem : Fungi

Sube : Ascomycota

Siif : Dothediomycetes
Altsinif : Pleosporomycetidae
Takim : Pleosporales

Aile : Didymellaceae
Cins : Didymella

Tar : Didymella rabiei

D. rabiei i¢in PCR tabanli analizler arasinda eslesme tipi dagilimi ¢alismalar1 halen

giincelligini korumaktadir (Bayraktar vd., 2007a, 2007b; Rhaiem vd., 2008).

Hedef olarak secilen bir DNA molekdilind amplifiye ederek 6l¢imini es zamanl
olarak gergeklestirmek i¢in Real-Time PCR (Gergek Zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) metodu kullanilmaktadir. Bu teknigin uygulanmasi kolay ve oldukca
hizlidir. Dolayisiyla kisa bir zaman sonra hedef molekiiliin varlig: ile ilgili nicelik-
nitelik analizleri dogrultusunda sonuglar elde edilmektedir. Bu cihaz ile yapilan
caligmalarin giivenilirlik oran1 ¢ok yiiksek oldugu icin bitki materyalleri icerisinden
direkt olarak istenilen patojenin tespiti yapilabilmektedir (Aguilar, 2011).

Son zamanlarda yeni nesil dizileme (NGS) ve CRISPR-Cas9 gibi bazi1 yeni
molekiiler teknikler ile genetik mutasyonlar1 hizli bir sekilde gergeklestirmek, diger
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molekiiler yontemlere nispeten basit, hizli ve etkilidir (Islam vd., 2017).

Diinya genelinde goriildiigii gibi iilkemiz simirlari igerisinde de nohut Gretimini
sinirlandiran  ve verim kayiplarina neden olan en 6nemli hastalik, Ascochyta
Yaniklig’dir. Bagta Tiirkiye olmak iizere nohut yetistiriciligi yapilan yerlerde
gerceklesirilen 1slah programlarmin etkin bir sekilde kullanilabilmesi ve hastalik
etmeninin kontrol altina alinabilmesi i¢in popiilasyon seviyesinde karakterizasyon
calismalar1 gerekmektedir. Tez galismasi kapsamindaki amacimiz Turkiye’nin nohut
yetistiriciligi yapilan ¢esitli illerinden (Ankara, Sanlurfa ve Diyarbakir) toplanmig
infekteli bitkilerden fungal etmenin saf kaltlirlnid olusturmak, bitkinin toprak dsti
aksamlarinda D. rabiei infeksiyonunu tespit etmek, miktarini belirlemek ve D. rabiei
ile inokiile edilen bitki materyallerinde hastalik ilerlemesini gozlemlemektir.
Bitkideki hastalik ilerlemesini, yapilan c¢alismalardan farkli olarak in-vitroda
patotipleme (Diisiik Virlilens, Patotip [ ve Patotip II) uygulamalart ile
inokilasyondan sonra belirli zaman araliklariyla 0zel olarak tasarlanan primer-prob
kombinasyonlar1 (HSA “Spesifik Histon Boélgesi”, RBA “Ribozomal RNA Geni”,
STA “Serin-Treonin Fosfataz” ve PKA “Protein Kinaz”) kullanilarak bir Real-Time
PCR uygulamasi ile hastalik etmeninin gelisimini kantitatif olarak izlemektir. Elde
edilmesi planlanan verilerin D. rabiei’ye yonelik miicadele ve tani yontemlerinin

gelistirilmesine destek olacag: diisiiniilmektedir.



BOLUM 2

KAYNAK OZETLERI

2.1 Ascochyta Yamkhgr’mmn Patolojisi Uzerine Yapilan Calismalar

Labrousse (1931), nohut dretiminde Ascochyta Yanikligi’nin sinirlayict faktorler

arasinda onemli bir yere sahip oldugunu ifade etmistir.

Bremer vd. (1948), nohut lzerine ¢alismalar gergeklestirmislerdir. Bu ¢aligmalarin
sonucunda Tiirkiye’nin I¢ Anadolu ve Giineydogu Anadolu Bélgeleri’ndeki

nohutlarda Ascochyta Yaniklig1 etmenini tespit etmislerdir.

Ladizinsky ve Adler (1976), nohutun yabani atalariyla ilgili yaptiklari ¢alismada
Tiirkiye’nin Giineydogu Anadolu Bolgesi ve Suriye’nin kuzeyinde arkeolojik

verilerin bulundugunu aciklamislardir.

Nene (1984), pikniosporlarin yagmur araciligiyla yakin mesafelere, askosporlarin ise

riizgar araciligiyla uzak mesafelere yayilabildigini belirlemistir.

Trapero-Casas ve Kaiser (1987), nohutta Ascochyta Yaniklik etmeninin eseysiz

formunu A. rabiei, eseyli formunu ise D. rabiei olarak tanimlamiglardir.

Muehlbauer ve Singh (1987); Reddy ve Singh (1990b), Ascochyta Yanikligi’ni
kontrol altina almanin kolay yolunun direncli gesitlerin iiretildigi alanlarin kontrol

altinda tutulmasindan gegctigini belirtmislerdir.

Reddy vd. (1992), Ascochyta Yanikligi'nin 90 yila yakin siiredir bilinmesine
ragmen, konukgu bitkinin direng mekanizmasiyla kontrol altina alinmasi konusunda

fazla bir gelismenin yaganmadigini belirtmislerdir.

Wilson ve Kaiser (1995), infeksiyonun nohutun goévde, yapraklar ve kapsullerinde
nekrotik lekeler seklinde olusmasiyla karakterize edilebilecegini belirtmis ve sonraki

donemlerde bitkinin govde ve dallarinda olusan kirilmalar ile bitkinin 6limine
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neden olabilecegini belirtmislerdir.

Kaiser ve Kismenoglu (1997), yaptiklar1 arastirmada Tirkiye’nin 23 ilinden D.
rabiei ¢alismalar i¢in 145 izolat hazirlamislardir. Bu izolatlar1 kullanarak eslesme
tipi analizleri gergeklestirmislerdir. Her iki eslesme tipini 18 ilde g6zlemlemislerdir.
Izolatlarin %59 unun MATI1.1 ve %41’inin de MAT1.2 oldugunu belirlemislerdir.

Kaiser ve Kismenoglu (1997); Gulli vd. (2002); Can vd. (2005), Turkiye’de
Ascochyta Yanikligi’nin nohut yetistiriciligi ac¢isindan biylk sorunlar yarattigini

belirtmislerdir.

Jhorar vd. (1998), D. rabiei’deki infeksiyon kosullarini tanimlamislardir. Nemin
%0,5 degerinin altinda hastaligin olugsmadigini ancak %98 degeri ve tizerine ¢iktig
zamanda ise hastaligin olusmasina zemin hazirladigin1 belirtmislerdir. Yapragin
nemli bir sekilde kaldigi zaman araliginda konukcu doku nufusu (penetrasyon) ve
konidi ¢imlenmesini etkiledigini belirtmislerdir. Calismadan elde edilen veriler
neticesinde, yliksek nem oranimnin konidi olusumu ve piknidya sayisiyla dogru

orantiya sahip oldugunu aktarmiglardir.

Toker vd. (1999), tarla kosullarinda Ascochyta Yanikligi1 hastaligina kars1 direng igin
dogal secilim ve aciklanabilmesi {izerine kiiltiir nohutu ile ¢alismalar yapmislardir.
D. rabiei’nin neden oldugu Ascochyta Yanikligi hastaligi Tiirkiye’nin de aralarinda
bulundugu birgok Ulkede en énemli problemlerden bir tanesidir. 1997-1998 yillar
arasinda Antalya Korkuteli ve Urkutlu gibi Tiirkiye’nin Bat1 Akdeniz Bolgesi’nde 84
nohut hatti ile ¢alisilmig ve D. rabiei’ye dayanikli olan gesitlerin sayisin1 14 olarak

belirlemiglerdir.

Santra vd. (2000), D. rabiei patojeninin neden oldugu Ascochyta Yanikligi
hastaligina kars1 direng mekanizmasinin genetigini belirlemek icin ¢esitli molekiiler
belirtecler ile ilgili kromozomal bolgeleri isaretlemek ve bu bélgelerin haritalanmasi

lizerine ¢alisma yapmislardir.

Milgroom ve Peever (2003), genetik ve patojenik varyasyonun ortaya ¢ikarilmasinin
ve patojen populasyon yapisinin bilinmesinin, etmene karsi dogru kontrol
yontemlerinin gelistirilmesinde biiyiikk 6nem tasidigini belirtmislerdir. Patojenin

biyolojik agidan popiilasyonu iizerine yapilan c¢alismalarla, popiilasyonlarin patojenik
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cesitliligi, genetik yapist ve hastalik epidemiyolojisi hakkinda bilgiler

edinilebilecegini belirtmislerdir.

Barve vd. (2003), eslesme tipini belirlemek i¢in spesifik multipleks PCR analizi

gelistirmis olup Com1, SP21 ve Tail5 primerlerini dizayn etmislerdir.

Galloway ve MacLeod (2003), D. rabiei’ye ait ascosporlarin nohut yetistirilen
alanlarda bitki kalintilarinin izerinde kendiliginden olustugunu belirlemislerdir. Bu
ascosporlarin kiltiirlerini  gelistirebilmek amaciyla, PDA ve Gentamisin besi
ortamlarina ekimler yapmuglardir. D. rabiei ic¢in yapilan bu ¢aligmalarin

Avustralya’daki ilk kayit oldugunu belirtmislerdir.

Chen vd. (2004)’nin gerceklestirdileri ¢alisma, nohuttaki direng kirilmalarina yol
acan farkli genotip setlerine sahip izolatlarin saldirganlik diizeylerini tanimlamak ve
patojen populasyonundaki patotip gruplari belirlemek {izerine olmustur. Sonug olarak

ABD’deki D. rabiei izolatlarini 3 patotip grubu icerisinde degerlendirmislerdir.

Vail (2005), Ascochyta Yanikligi etmeninin nohut iiretimi ve verimliligi {izerine
olumsuz etkiler yarattigini belirtmistir. Ayrica genetik gesitliligin meydana geldigi
eseyli donemi de iceren bir ¢alisma daha gercgeklestirmistir. Calisma neticesinde

patojene ait patotiplerinin ortaya ¢ikmasina neden oldugunu da belirtmistir.

Lichtenzveig vd. (2005), virtlenslik seviyelerinde gorilen varyasyonlari, konukcu
cesitleri ile patojenik izolatlar arasinda goriilen spesifik interaksiyonlar olarak

tanimladiklar1 patojenik 6zellesme tanimiyla agiklamaktadirlar.

Tivoli ve Banniza (2007), nohutta goriilen Ascochyta Yanikligi’nin belirtilerini,
bitkinin toprak iistii tiim aksamlarinda benzer yapida goriildiigiinii ve hastaligin
birkag faktore (mevsimler, iklim sartlar1 ve lokasyon) bagli olarak farklilik

gosterebildigini belirtmislerdir.

Turkkan (2008), tlkemizin Ege, Akdeniz, i¢ Anadolu, Giineydogu Anadolu ve
Karadeniz Bolgeleri'nden alinan 64 adet D. rabiei izolatinin patotiplerinin
ayrimlarini, Uluslararas1 Standart Kontrol tiirlerini (ILC1929, ILC482 ve ILC3279)
referans alarak ayirdiginda 3 patotip grubunun (Patotip I, Patotip Il ve Patotip IlI)

olustugunu belirtmistir.
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Imtiaz vd. (2011), patojen gruplarmin farkli viral etkilere neden oldugunu
belirtmislerdir. Ortaya c¢ikan yeni patotip grubu olan Patotip IV’U test etmek
amaciyla var olan patotip gruplarmi (Patotip I, Patotip II ve Patotip III)
kullanmislardir. Nohuta ait genotiplerin hastalik derecelendirmesini 1-9 skalasina
gore belirlemislerdir. Patojenite testlerinin sonuglarina gore, izolatlarin 4 patotipe

sahip oldugunu belirtmislerdir.

Kaur vd. (2012), D. rabiei izolatlarindaki patojenik farkliligi aciklamak amaciyla
yaptiklar1 ¢alismada, 60 nohut genotipi kullanmis ve 10 patotip belirlemislerdir.
Belirlenen patotip gruplarinin koloni morfolojilerini ve piknidya 0Ozelliklerini
incelemislerdir. Ayrica arastirmada kullanilan nohut genotiplerinin reaksiyonlarini da
inceleyerek, dayaniklilik 6zelliklerini belirlemislerdir. Dayanikli olarak belirlenen
nohut genotiplerinin 1slah ¢alismasi yapmak amaciyla kullanilabilecegini ifade

etmislerdir.

Mahiout vd. (2015), Ascochyta Yanikligi etmeni olan D. rabiei’nin nohutun en

zararli patojeni olarak kabul edildigini bildirmislerdir.

Ozkan vd. (2015), Tiirkiye’de nohut yetistiriciligi yapilan bolgelerde Ascochyta
Yanikligi etmeni olan D. rabiei’nin hastalik siddetinin belirlenmesi amaciyla nohut
ekimi yapilan tarlalardaki hastalik siddet durumlarimi, 1-9 skalasina gore
degerlendirmislerdir. Hastaligin siddeti, rakim ve nodiil sayisi arasinda anlamli,
ancak negatif bir iliski oldugunu (r= -0,314; p<0,001); (r= -0,076; p<0,05)
belirtmislerdir.

2.2 Bitki Islah1 Uzerinde Yapilan Calismalar

Eser (1978), nohutun, mercimekten sonra yiiksek sicakliga ve kurakliga en fazla
dayanan yemeklik tane baklagil oldugunu belirtmistir. Fakir topraklarda yetisebilen
bir bitki olmasi nedeniyle de kislik tahil-nadas ekim ndbetinin uygulandig:r kurak
bolgelerimizde ekim ndbetine girerek birim alan verimini artirmada ve nadas

alanlarimizi daraltmada 6nemli bir yere sahip oldugunu vurgulamistir.

Ozdemir vd. (1996), 3 nohut cesidi kullanarak en uygun ekim sikligin1 saptamak

amaciyla yapmis olduklart aragtirmalarinda, ekim siklig1 arttik¢a verimin arttigini
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bildirmislerdir.

Igbal vd. (2004), Pakistan’da 3 yil siiresince nohutun Ascochyta Yanikligi’na karsi
dayanikliligimmi  belirlemek amaciyla, sera ve tarla sartlarinda ¢alismalar
siirdiirmiiglerdir. Calismada, 824 germplasm kullanmislardir. Kullanilan genotiplerin
hi¢birinin bakla baglama doneminde hastaliga kars1 dayaniklilik gosteremedigini
belirtmislerdir. Genel olarak fide ve vejetatif donemlerde 1slah programi sayesinde
hastaliga karsi dayanmikliligin olustugu, infeksiyon seviyesinin bakla baglama
doneminde yliksek olmasi yaninda, hastalik olusumu agisindan, fide ve bakla
olusumu doénemleriyle biiyiik oranda iliskili oldugu belirtilmistir. Fide doneminde
dayaniklilik gosteren genotiplerin bakla baglama déneminde hastaliga daha dayanikli
oldugu, fide donemindeki dayanikliligin bitkiyi ileriki donemde hastaliktan

korudugunu bildirmislerdir.

Aydm vd. (2009), M4 jenerasyonunda bulunan Ak71114, 1LC482 ve Akgin9l
mutant nohut hatlarinin D. rabiei igin 1, 4 ve 6 wklarina karsi reaksiyonlarini
arastirmiglardir. Arastirma sonucunda dayanmikli, toleranshi ve hassas hatlar
belirlemislerdir. Bu hatlarin D. rabiei V: karsi reaksiyonlart sonucunda 1LC482
cesidinde 126 adet, Ak¢in91°de 5 adet ve Ak71114 ¢esidinde 2 adet bitkiyi dayanikli
olarak tespit etmiglerdir. ILC482’de 94 adet, Ak71114’te 5 adet ve Akg¢in91’de 4
adet bitkiyi toleranshi olarak belirlemislerdir. Her ¢esidin kendi icinde dayanikli,
toleransli ve hassas bitkilere ait bitki boyu, tane sayisi, tane verimi ve 100 tane
agirlign gibi verim kriterlerine bakilarak, dayanikli bitkilerde en yiiksek, hassas

bitkilerde ise en diisiik degerleri gosterdigini agiklamiglardir.

2.3 Biyoteknoloji Uzerinde Yapilan Cahsmalar

Dolar (1994) tarafindan yapilan ¢alismada Ascochyta Yanikligi’na karst direnglilik
icin nohutun yaprak oOrneklerinde hastalik degerlendirmesi yapilmistir. Nohutta
Didymella fungusunun hastalik degerlendirmesi i¢in kopan yaprakg¢iklarin
kullanilmasi, inokiilasyon yapilmis bitkilerin hastalik siddeti degerleri ve inokiile
edilmis ayrica petri kab1 i¢inde su iizerinde yiizen kopan yaprakgiklarin hastalik etki
verilerinin karsilastirilmasi seklinde yapilmistir. Tiirkiye’den toplanan D. rabiei’ye
ait 3 izolat, nohut kdltirlerinin 1., 4. ve 6. dollerinde test edilmistir (ICC1903,
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ICC3996, ILC249, ILC1929, ILC3279, ve f-8’dir). Kopan taze yapraklarda hastalik
siddeti veya hastalik etkisi degerleri ile bozulmamis bitkinin hastalik siddeti arasinda
pozitif korelasyon bulmuslardir. Her kiiltiirin dayanikli ve hassas kategorisinin, her
dolde yeni ¢ikan yapraklarla denemeler sirasinda degismedigini belirtmislerdir. Fakat
eski yapraklarla calisirken bazen hassasiyet orani dayanikliliga oranla degistigini

belirtmislerdir.

Santra vd. (2000), QTL analizi sonucu 3 adet Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD), 2 adet Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) isaretletleyicisinin D. rabiei
patojeninden kaynaklanan Ascochyta Yanikligi'na karsi dayaniklilik ile iligkili
oldugunu ortaya koymuslardir.

Yorgancilar vd. (2009), 6zellikle Ta2 isimli STMS isaretleyicisinin nohut bitkisinin
cesit ve ileri ¢ikan hatlarinda Ascochyta Yanikligi’na karsi dayanikliligin %82

oraninda ayirt edildigini belirtmislerdir.

Singh vd. (2012), nohut bitkileri iizerinde oksidatif stres gerceklestirerek menadion
tedavisinde bulunmuslardir. Izole edilmis genler arasinda asetilgliitamat kinaz, E3
SUMO-protein ligaz (PIAS1), molekiiler saperon BiP, F-box ile WD proteini (FBO)
ve protein fosfataz 2A (PP2A) kodlayanlarin ¢ok yiiksek indiiksiyon gosterdigini
belirlemiglerdir. D. rabiei ile infekteli nohut 6rneklerinde de PP2A indiiksiyonunun
cok yiiksek oranda (~200 kat) oldugunu belirlemislerdir. D. rabiei’de oksidatif ve
nitrosatif stres arasindaki sinyalin, bir¢ok sinyal geninin birlikte eksprese edildigi

belirlemiglerdir.

Bayraktar vd. (2016), nohutun yikict hastaliklarindan Ascochyta Yaniklii’na neden
olan fungal etmenin D. rabiei oldugunu bildirmislerdir. Nohut dokusunda D. rabiei
infeksiyonunun dogru bir sekilde belirlenebilmesi icin bitki materyallerinde yaprak
asillama metodunu kullanmiglardir. Real-Time PCR c¢alismasiyla, direngli ve duyarh
cesitlerdeki hastalik ilerlemesinin niceliksel sonuglarini, patojen inokulasyonundan
sonra belirli zaman araliklarinda degerlendirerek belirlemislerdir. Ayrica,
HEF1/HEF2 primer ciftlerini, SYBR Green temelli, D. rabiei’nin fragmaninin
spesifik amplifikasyonunu, translasyon uzama faktor 1 alfa (EF) geninin korunan
bolgelerine baglanacak sekilde tasarlamiglardir. Sonu¢ olarak, infekteli nohut

dokularinda hastalik reaksiyonunun morfolojik degerlendirmesiyle, patojen
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kantifikasyonu arasinda pozitif yonlii bir korelasyon oldugunu bildirmislerdir. Hedef
DNA dizisini ayrica yapay olarak amplifiye etmislerdir. Elde edilen veriler
neticesinde, bu teknigin hastaligin morfolojik olarak degerlendirilmesine bir
alternatif olusturacagmni bildirmislerdir. Infeksiyonun erken safhalarinda direngli
yetistirme materyalinin etkili bir sekilde secilmesi igin yararli bir yaklagim

saglayabilecegini ifade etmislerdir.

Baite vd. (2017), D. rabiei’nin nohutta toprak sti tim kisimlara bulasabildigini ve
etmenin genetik olarak ¢esit cokluguna sahip oldugunun bilindigini bildirmislerdir.
25 adet D. rabiei izolatinin genetik ¢esitliligini analiz etmek igin c¢aligmalar
yapmiglardir. Bu amagla; Kuzey Hindistan’da URP ve SSR isaretleyicileri
kullanmislardir. Tanimlama i¢in, patojen izolatlarmin ITS bolgeleri 524-550 bp’den
farkli olacak sekilde analizler yaparak, D. rabiei popiilasyonlarinin kendi aralarinda
yiikksek genetik benzerlige (%98.5-100) sahip oldugunu belirlemislerdir. URP
tarafindan degerlendirilen genetik cesitlilik izolatlarini, birincisinde 22 izolat,
ikincisinde 3 izolat iceren iki ana kiimede toplamislardir. SSR isaretgilerini de ayrica
iki ana kiimeye (birinci blylk kiimede 18 izolat, ikinci buyik kiimede ise 7 izolat)
ayrrmiglardir. Bununla birlikte, molekiiler belirtegler tarafindan iiretilen bu gruplarin,
birkag olguyu kisitlayan izolatlarin cografi kokenine karsilik gelmedigini
bildirmislerdir.

Baite ve Dubey (2018), Ascochyta Yanikligi’na D. rabiei’nin neden oldugunu ve
dinya genelinde nohutun en Onemli hastaliklarindan birisi olarak goriildiiglini
belirtmislerdir. D. rabiei’nin patojen ¢esitliligini arastirmak ve var olan muhtelif
nohut c¢esitlerini gelistirmede/yetistirmede yardimci olacak faktoriin, D. rabiei’nin
mevcut irklarmi  belirlemek oldugunu  bildirmislerdir. Hindistan’in  farkl
boélgelerinden 25 adet D. rabiei izolatinin viriilensligini, kontrollii ortamda yapay
inokiilasyonlar altinda, farkli diizeylerde direncli ve duyarli reaksiyonlar1 gosteren 10
farkli genotip lizerinde analiz etmislerdir. D. rabiei rklarin1 1-9 derecelendirme
skalasin1 kullanarak yedi irk seklinde gruplandirmislardir. Genotip ICC4991’°nin,
patojenin biitlin izolatlarina karsi hassas reaksiyon gosterdigini belirlemislerdir. Bes
genotipin (ICC11879, ICC3996, ICC15978, GL26054 ve HOO 108) orta direngli D.
rabiei izolatlarina karsi direngli reaksiyonlar gosterdiklerini ifade ederek, tim

sonuglart 1rklarin  dagilimimi goézlemlemek amaci ile haritalandirmislardir. Bu
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calismada, 1rk tanimlamasi i¢in nohutun genotiplerinin kademeli olarak standardize
edildigini ve D. rabiei’nin ¢alisma sonucunda 7 irkinin olustugunu belirlemislerdir.
D. rabiei’nin 1k tayininin direngli nohut ¢esitlerinin gelistirilmesi/yetistirilmesinde

yardimc1 olacagini bildirmislerdir.

Baite vd. (2019), gelistirdikleri SCAR markir ile D. rabiei’nin hem geleneksel
PCR’da hem de spesifik ve daha hassas olan ger¢ek zamanli PCR’da saptanmasi igin

kullanilabilir oldugunu belirtmislerdir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOTLAR

3.1 Materyal

3.1.1 Fungal Materyaller

Tek koloni gelisimi saglanmis olan D. rabiei izolatlar1, Gaziantep Universitesi, Fen
Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji Anabilim Dal1 stoklarindan
temin edilerek inkiibasyona birakilmak iizere yeniden kiiltiire alimmistir (Sekil 3.1).
Yeniden kiiltiire alinan bu izolatlar (06 ENS 05/14, 63 GRM 04/13, 21 ENS 13/13)
Real-Time PCR ¢alismalarinda pozitif kontrol olusturmak ve bitki inokulasyon

soliisyonlar1 hazirlamak amaciyla kullanilmistir.

04/13’, (c) Patotip Il izolat1 ‘21 ENS 13/13°

3.1.2 Bitki Materyalleri

Nohut tiirlerinden 1LC482 cesidine ait tohumlar kullanilarak, Gaziantep Universitesi,
Fen Edebiyat Fakdltesi, Biyoloji Bolumi, Molekiler Biyoloji Anabilim Dali’nda
mevcut olan Iklimlendirme Odasi’nda nohut ekim islemi yapilmistir (Sekil 3.2).

Bitki gelisimi i¢in en uygun nem (%80-90), sicaklik (20+2°C) ve 1siklandirma
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periyodu (12 saat aydinlik, 12 saat karanlik) ayarlanarak istenilen kosullarda

tohumlarin gelisimi saglanmstir.

.I. _r -ﬁ‘.

Sekil 3.2 (a) Nohut tohumlarinin saksilara ekimi ve (b) iklimlendirme odasinda
gelisimi icin inkiibasyon agsamast

3.2 Metot

3.2.1 Tek Spor izolasyonlari

2013-2014 yillar1 arasinda Tiirkiye’de nohut yetistiriciligi yapilan alanlarda survey
caligmalar1 gergeklestirilerek toplanan nohutlarda; Ascochyta Yanikligi’na neden
oldugu patojenik karakterizasyon ¢alismalar ile belirlenen ve tek spor izolasyonu ile
gelisimi saglanmis olan 12 giinliik D. rabiei izolatlar1 kullanilmistir (Ozkiling, 2006;
Can vd., 2007) (Sekil 3.3). Calisma kapsaminda segilen izolatlarin yeniden
stoklanmasi islemleri de gerceklestirilmistir (Ozkiling, 2010).

Sekil 3.3 Tek spor izolati
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3.2.2 Spor Soliisyonu Hazirlanmasi

Izolatlarin spor soliisyonlarni elde etmek icin; CSMDA (Chickpea Seed Meal
Dextrose Agar) ortaminda yeniden kiiltiire alinarak 20°C, 12/12 saat
aydinlik/karanlik kosullarinda inkiibasyona birakilmistir (Trapero-Casas ve Kaiser,
1992b). Spor soliisyonlari, yeniden Kkultlire alinmig olan 12 glnlik fungal
kiiltiirlerden hazirlanmistir. Fungus kiiltiirlerinin {izerine 20 ml sdH>O (steril distile
su) dokiilerek bistiiri ile kazinmistir. Boylece pikniosporlarin suya ge¢mesi
saglanmistir. Spor sollisyonundan agar parcalar1 ve miseller bir siizge¢ yardimiyla

stiziilerek uzaklastirilmistir (Sekil 3.4).

i

Sekil 3.4 Spor soliisyonu hazirlanmast

3.2.3 Didymella rabiei Spor Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Spor solusyonunun konsantrasyonu, thoma lami (hemocytometer) (075.03.001,
ISOLAB) ile 151k mikroskobu (Primo Star, ZEISS) altinda sayilarak 5x10° spor/ml
olacak sekilde 300 ml’ye ayarlanmigtir (Trapero-Casas ve Kaiser, 1992b; Chen vd.,
2004; Tlrkkan ve Dolar, 2007) (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5 Didymella rabiei sporu %40
3.2.4 Bitki Inokiilasyonlar1

Bu ¢alismada ILC482 nohut ¢esidi kullamilmustir. 14 cm cap Olgllerine sahip
saksilara toprak, torf ve vermikulit (1:1:1) karisimi1 doldurulmustur. Her saksida 5’er
adet tohum olacak sekilde ekim yapilmistir. Saksilar 20+2°C’de, 12 saat aydinlik, 12
saat karanlik kosullarinda ve %80-90 nem iceren iklimlendirme Odasi’nda muhafaza
edilmistir (Sekil 3.2). Cimlenmeyi takiben (~2 hafta sonra), bitkiler spor soliisyonlari
ile inokiile edilmistir. inokiilasyon islemi el spreyi ile tiim bitki tamamen 1slanincaya
kadar yapilmis, kontrol bitkilerine ise sadece sdH20 uygulanmistir (Singh vd., 1981;
Chen vd., 2004; Turkkan ve Dolar, 2007) (Sekil 3.6).

Sekil 3.6 Bitki inokiilasyon islemi
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3.2.5 inkiibasyon Asamasi

Uygulamay1 takiben nem kaybini 6nlemek icin bitkiler Iklimlendirme Odasi
icerisinde naylon ortiiler ile 24 saat kapali tutularak bekletilmistir. 24 saatlik surenin
sonunda naylon ortiiler kaldirilarak gerekli goérildikce sulama islemi yapilmistir
(Singh vd., 1981; Chen vd., 2004; Tirkkan ve Dolar, 2007) (Sekil 3.7).

Sekil 3.7 Inkiibasyon asamasi
3.2.6 Bitki Orneklemesi ve Skorlamasi

Bitki Ornekleri, skorlama verilerine de dayanilarak steril makaslar yardimi ile
kesilmistir. izolat adinin yazili oldugu aliiminyum folyoya sarilarak siv1 nitrojen dolu
straforun igerisine konulmustur. Toplanan tiim bitki 6rnekleri -80°C’de (HS4486,
HETTICH) kullanilacag1 zamana kadar muhafaza edilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8 (a) Bitkilerin steril makas ile kesimi ve (b) -80°C derin dondurucuda
muhafaza edilmesi
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Hastalik degerlendirmeleri 1-9 skalasi (Sekil 3.9) ile yapilmistir (Singh vd., 1981;
Reddy ve Singh, 1984; Reddy ve Kabbabeh, 1985; Chen vd., 2004; Turkkan ve
Dolar, 2009).

Sekil 3.9 Patojenisite ¢alismasinda kullanilan 1-9 skala degerleri

1: Simptom gostermeye baglayan bitkiler; 2: Kiiglik lezyon bulunduran bitkiler; 3: Lezyonlar mevcut
(bitkinin % 10 bolimiinde), kolaylikla fark edilebilecek genislikte fakat bitki yesil; 4: Bitkideki
lezyonlar genis ve rahatlikla fark edilebilir boyutta, bitki gelismesinde gerileme; 5: Govdeyi kaplayan
lezyonlar mevcut (bitkinin % 25 bolimiinde), yapraklarda lezyon olusumu; 6: Bitki siirgiin uclarinda
geriye dogru sararmalar, gévdede kirilma; 7: Bitkide siddetli simptom olusumu (bitkinin % 50
boliimiinde), 6liim baslangici, bitkide en az 3 adet saglam ve yesil yaprak mevcut; 8: Bitkide siddetli
simptom olusumu, tiim bitkide sararma, gelisme geriligi, govdede kirilmalar; 9: Yesil aksam
icermeyen 61U bitki

Skorlamalar ilk 3 giinii takiben 3 gilinde bir olmak iizere alinmis ve 30 giin boyunca
devam edilmistir. Bitkilerin viriilenslik derecelerini belirlemek amaci ile Townsend-

Heuberger (1943) Hastalik Siddeti Indeksi [Disease Severity Index (DSI)]

formiiliinden yararlanilmistir (Bora ve Karaca, 1970).

(Skala Degeri x Bitki Sayis1) x 100
Toplam Bitki Sayis1 x En Yiksek Skala Degeri

% Hastalk Siddeti =

3.2.7 RNA lzolasyonu

RNA (Ribonikleik Asit) izolasyonu islemi i¢in ilk olarak -80°C’de muhafaza edilen
bitki 6rnekleri ¢ikarilarak porselen havanlarda sivi azot icerisinde toz haline gelene
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kadar ezilmistir. Toz héline getirilen bitki drneklerinin RNA izolasyonlari, ticari
kitler (12183018A, PureLink™ RNA Mini Kit, Invitrogen™) icerisindeki protokollere
uygun sekilde gerceklestirilmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10 RNA izolasyonu

3.2.8 cDNA Cevrimi

RNA’dan cDNA (Komplementer Deoksiribonukleik Asit) izolasyonlar ticari kitler
(4374966, High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor,
Applied Biosystems™) icerisindeki protokollere uygun sekilde gerceklestirilmistir
(Sekil 3.11).

Sekil 3.11 cDNA c¢evrimi
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3.2.9 Real-Time PCR Uygulamasi

Bu calismada D. rabiei’nin Spesifik Histon Boélgesi (HSA), Ribozomal RNA Geni
(RBA), Serin-Treonin Fosfataz (STA) ve Protein Kinaz (PKA) gen bolgelerine
spesifik olarak tasarlanan primer ve prob ciftleri kullanilmistir (GenBank:
GW996331.1, GenBank: GW996435.1, GenBank: GW996409.1 ve GenBank:

GW996400.1) (Tablo 3.1).

Tablo 3.1 Didymella rabiei’nin Spesifik Histon Bolgesi (HSA), Ribozomal RNA
Geni (RBA), Serin-Treonin Fosfataz (STA) ve Protein Kinaz (PKA) gen bdlgelerine
spesifik olarak tasarlanan primer ve prob ciftleri

DizILIM 5'-3'
HSA/lleri Primer |CCTTGACCATATCGATGTAGGAG
HSA/Geri Primer |CGCGTCTATCACGACTCATAA
HSA/PROB AGCGGTGGTGGCTTTCTTAGAAGG
RBA/lleri Primer |AATTAGAGACCCGAAGAGTAATGAT
RBA/Geri Primer |[CCAGCTATAGTAGTCAGGATTGTC
RBA/PROB AGGCCGAATGGGTTATCGTTGTAAAGA
STA/lleri Primer |GGCCAGTTCTTCGACATGAT
STA/GeriPrimer |CAGACCAGGAGGGAGATAGTT
STA/PROB CGGAGGACCATGTCCAGACACAAA
PKA/lleri Primer |CAATGTTGGCGCTGAAGAAG
PKA/GeriPrimer |TCTTGGACATCGAGGGAAATG
PKA/PROB CCGAGTGGAACGAGACACACGATTT

Ozgiilliigii artirmak i¢in RT-PCR kosullar1, reaksiyon bilesikleri ve baglanma
sicakligl icin optimize edilmistir. Her cDNA Ornegi icin, reaksiyonlar 20 pl’lik
(cDNA 6rnegi, dH20, ileri-geri primerler, prob, TagMan™ Gene Expression Master
Mix (4369016, Applied Biosystems™)) hacim triplike olarak
yiriitilmistir. RT-PCR reaksiyon kosullar1 50°C’de 2 dakika, 95°C’de 10 dakikay1
takiben 95°C’de 15 saniye, 60°C’de 1 dakika, 40 dongii olarak ayarlanmistir (Sekil
3.12).

icerisinde
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Sekil 3.12 Real-Time PCR uygulamasi

3.2.10 istatistiksel Analizler

D. rabiei izolatlar1 kullanilarak elde edilen patojenisite ve RT-PCR verileri, SPSS 25
(IBM, 2017) istatistiki bilgisayar programi ile analiz edilerek incelenmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR

% hastalik siddeti sonuglari; infeksiyonun viriilenslik derecesine bagli olarak
bitkilerin skorlanmasindan yararlanilarak hesaplanmistir (Korolev vd., 2000).
Yapilan hesaplamalar sonucunda D. rabiei izolatlarinin 30 giin boyunca bitkilerde
meydana getirdigi hastalik siddeti verilerinin giinlere gore farkliliklar olusturdugu
g6zlemlenerek ornekleme glnleri-% hastalik siddeti grafigi elde edilmistir (Sekil
4.1).

140,00
120,00
100,00

80,00

60,00

% Hastalik Siddeti

40,00

20,00

Ornekleme Giinleri

Distik Viriilens =g D3 totip | ==mmPatotip 11

Sekil 4.1 Ornekleme gunleri - % hastalik siddeti grafigi

Patotiplerin bitkide olusturdugu hastalik siddeti verileri yapilan patojenisite
islemleriyle belirlenmektedir. AUDPC (Hastalik Ilerleme Egrisi Altinda Kalan

Bolge), inokilasyondan sonra % hastalik siddeti verilerinden bir matematiksel
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formiil yardimi ile belirlenmistir (Chongo vd., 2004) (Sekil 4.2).

D. rabiei’nin patotip diizeyini degerlendirmek amaciyla her bir diizey i¢in AUDPC
degerlerinin ortalamasi alinarak hesaplamaya dahil edilmistir. Elde edilen veriler ile
patojenisite sonucunda kontrol grubu dahil olmak (zere hangi patotip grubunun daha
fazla hastalik ilerlemesine sahip oldugunu belirlemek amaciyla bu istatistiki veri
hesaplamas1  kullanilmigtir.  Bu  ama¢  dogrultusunda c¢ikan  sonuglar
degerlendirildiginde (Kontrol %0,00, Diisiik Viriilens %14,04, Patotip 1 %15,95 ve
Patotip II %41,75) en fazla hastalik ilerlemesine sahip olan grup Patotip Il olarak
belirlenmis ve patotip-%0AUDPC grafigi elde edilmistir (Sekil 4.2). Bu verilerde
varyans analizi ile birlikte Tukey testi kullanilmistir (Tablo 4.1).

%AUDPC

41,75

45,00
40,00
35,00
30,00

25,00

15,95
20,00 14,04

15,00 A
10,00
5,00

0,00 .
Dustik Virtilens Patotip | Patotip Il

Sekil 4.2 Patotip-%AUDPC grafigi

Tablo 4.1 Patotipe gore patojenisite sonucunda elde edilen % hastalik siddeti
verilerinin varyans analiz sonucu (TukeyHSD?)

Patotip (N=12) | Hastalk Siddeti (%)
Diisiik Viriilens 12,96+12,00°
Patotip | 14,71+13,87°
Patotip I1 37,08+28,94°

p<0,05 (Ayn siitunda ayni harfle ifade edilen patotip gruplart ve kontrol grubu, Tukey
testine gore onemli 6l¢iide farkli degildir (0=0,05))
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Tablo 4.1°de D. rabiei infekteli bitkilerin 12 glinlik % hastalik siddetlerinin patotipe
gore degisim gosterip gostermedigini belirlemek amaci ile yapilan varyans analiz
testine her bir patotip igin 12’ser adet veri istatistige dahil edilmistir. Test sonucunda
diisiik viriilens izolatiyla infekteli bitkilerin % hastalik siddetleri 12,96, patotip |
izolatiyla infekteli bitkilerin % hastalik siddetleri 14,71, patotip II izolatiyla infekteli
bitkilerin % hastalik siddetleri 37,08, kontrol bitkilerinin % hastalik siddetleri 0,00
oldugu ve %95 giiven diizeyinde patotip gruplar1 ile % hastalik siddetleri arasinda
anlamli bir farklilik (p<0,05) oldugu goézlemlenmistir (F=9,70; p=0,00). Bu
farkliligin en fazla hastalik siddetine sahip patotip II grubundan kaynaklandigi
varsayilarak gerceklestirilen Tukey testi (Tukey, 1949) ile de bu varsayimimizin
dogrulugu tespit edilmistir.

Bu calismada RNA izolasyonlar1 ve cDNA ¢evrimleri igin ticari kitler dahilindeki
prosedurler uygulanarak bitki 6rneklemeleri Real-Time PCR c¢alismalarinda
kullanilacak hale getirilmistir. Yapilan izolasyonlarin ve ¢evrimlerin kalitesini

gozlemlemek amaciyla agaroz jel elektroforezi uygulamasindan yararlanilmistir

(Sekil 4.3).

M1 23 45 6 7 89 101112 13 141516 1718 1920 21 22 23 2425 26 27 28

Patotip II izolat1 21 ENS 13/13

M — 1kb

1 — 1. Giin —- RNA 2 — 1. Giin — cDNA 3 — 2. Giin - RNA 4 — 2. Giin - cDNA
5 — 3. Giin — RNA 6 — 3. Giin — cDNA 7 — 6. Giin — RNA 8 — 6. Giin - cDNA
9 — 9. Giin — RNA 10— 9. Giin - cDNA 11— 10. Giin - RNA 12— 10. Giin - cDNA
13— 15. Giin - RNA 14— 15. Giin — cDNA 15— 18. Giin - RNA 16— 18. Giin - cDNA
17— 21. Giin - RNA 18— 21. Giin — cDNA 19— 24. Giin - RNA 20— 24. Giin - cDNA
21— 27. Giin — RNA 22— 27. Giin - cDNA 23— 30. Giin — RNA 24— 30. Giin - cDNA
25— Pozitif kontrol - RNA 26— Pozitif kontrol - cCDNA

27— Negatif kontrol - RNA 28— Negatif kontrol - cDNA

Sekil 4.3 Didymella rabiei infeksiyonunu takiben nohut bitkilerinden izole edilen
RNA ve cDNA’larin elektroforez goriintiisii
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Etmenin patojenik ¢esitliliginin c¢oklugu, eseyli doneminin bulunmasi ve tohum-
toprak kokenli olmasi yeni patotiplerin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Nohut
cesitlerinin hastaliga karsi1 dayanikliliklart zaman icerisinde olusan farkli patotip
gruplarindan etkilenmektedir. Kantitatif Real-Time PCR cihaz1 giivenilir testlerin
yapilmasint miimkiin kilarak bitki materyalleri arasindan dogrudan patojeninin tespit
edilebilmesini saglamaktadir. Bu metod basit ve hizli bir sekilde patojenin varligini
tespit etmektedir. Real-Time PCR cihazi floresan isaretli problar ve boyalar
kullanarak PCR ¢ogaltimin1 goriinlir hale getirebilen bilgisayar destekli sistemlerdir.

Analizler sonucunda niceliksel ve niteliksel bilgiler ¢ikartabilmektedir.

Real-Time PCR ¢aligmalari igin ilk olarak sentezlenen primer-prob kombinasyonlari
Diisiik Viriilens, Patotip I ve Patotip II izolatlarinin pozitif kontrolleri ile prosediire
uygun sekilde testlenmistir. 10 kat seri seyreltmeler ile gergeklestirilen testlemeler
sonucunda Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7 de gortildigi gibi sonuclar elde

edilmistir.
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Sekil 4.4 HSA-Prob kombinasyonu (a) Diisiik Viriilens, (b) Patotip I, (c) Patotip II
pozitif kontrolerinin amplifikasyon grafikleri
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pozitif kontrolerinin amplifikasyon grafikleri
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Sekil 4.7 PKA-Prob kombinasyonu (a) Diisiik Viriilens, (b) Patotip I, (c) Patotip II
pozitif kontrolerinin amplifikasyon grafikleri

Real-Time PCR protokolii uygun bir sekilde gergeklestirilmistir. Testleme dahilinde
kullanilan primer-prob kombinasyonlarinin ¢alisma sonucunda elde edilen Standart
Egri (Standard Curve) ve Amplifikasyon Grafikleri Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve
Sekil 4.11°deki gibidir.

33



Amplification Plot

20
15
=
(1=
= 160
o0s
oo
a 2 4 & a 10 12 14 18 3 20 22 24 - 2 3 a2 M ¥ 33 40 42
Cycle
Standard Curve
350 a
325
5]
300
275
u
]
5.0
01 02 1 2 345 W 20X 100 200 1000 10000 100000 10000
Quantity
Amplification Plot
20
15
=
o
= 10
os
oo
a 2 4 & a 10 12 14 16 13 2 ol 24 -] 2a 3 Iz ) kE 2] =] 40 a2
Cycle
Standard Curve
375 b
350
325
5
300
275
250
225
001 Qo2 a1 02 1 2345 10 2030 100 200 1000 10000 100000 10000
Quantity
Amplification Plot
20
15
=
o
=1 1.0
0.5
oo —_—

a 2 & & a 10 12 14 16 14 20 -l 24 -] 28 1] Iz ) k2] 38 40 -
Cycle

Standard Curve

Cr

30.0

275

250

225

a0 oo a1 02 1 2345 W0 2030 100 200 1000 10000 100000 10000
Quantity

Sekil 4.8 HSA-Prob kombinasyonu (a) Diisiik Viriilens, (b) Patotip L, (c) Patotip II
izolatlartyla inokdle edilmis nohut bitkilerinin amplifikasyon ve standart egri grafikleri
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Sekil 4.9 RBA-Prob kombinasyonu (a) Diisiik Viriilens, (b) Patotip I, (c) Patotip II
izolatlariyla inokiile edilmis nohut bitkilerinin amplifikasyon ve standart egri
grafikleri
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izolatlariyla inokiile edilmis nohut bitkilerinin amplifikasyon ve standart egri
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izolatlariyla inokiile edilmis nohut bitkilerinin amplifikasyon ve standart egri
grafikleri
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Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de belirtilen Standart Egri
grafiklerinden de anlasilacag: {lizere tasarlanan kombinasyonlar sorunsuz bir sekilde
calismistir. Seyreltme faktorlerine gore grafikler otomatik olarak cihaz tarafindan
cizilmistir. Bununla birlikte elde edilen amplifikasyon grafiklerinden de seg¢ilmis
olan seyreltme faktorlerinin, tasarlanan primer-prob kombinasyonlarinin ve ¢alisma
prosediiriiniin dogrulugu ispatlanmistir. Patojenisite ve gPCR sonucunda elde edilen
veriler kiyaslandiginda ilk goze ¢arpan farkin qPCR islemlerinde fungal etmenin ilk
ornekleme glnid dahil olmak tizere artan bir sekilde cihaz tarafindan belirlendigidir.
Gozlemlenen bu farkliligin istatistiksel olarak da anlamli oldugu varsayiminda
bulunulmus ve istatistiki olarak bagimli 6rneklem t-testi (Paired Sample t-Test)

uygulanmistir. Sonuclarin varsayimimizi dogruladigi belirlenmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 Patojenisite ve gPCR verilerine iliskin bagimli 6rneklem t-testi sonuglari

Degisken | Grup IN] X | ss | t]p
gPCR | Hastalk Siddeti | 48| 1982,25 | 9686,20 | 1,42| 0,04

Tablo 4.2°de gorildiigii gibi patojenisite ve PCR islemleri sonrasinda elde edilmis 48
adet veri SPSS istatistiki paket programui ile degerlendirilmistir. Calisma kapsaminda
gerceklestirilen iki islem (patojenisite ve RT-PCR) arasinda fark olup olmadigini
belirlemek icin veri ortalamalarina bagimli 6rneklem t-testi yapilmistir. Teste gore,
0,05 diizeyinde patojenisite sonucunda elde edilen verilerin ortalamalar1 ile qPCR

sonrasi elde edilen verilerin ortalamalar1 arasinda anlamli bir farklilik bulunmaktadir

(t(47) = 1,42, p<0,05).
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BOLUM 5

TARTISMA

Nohut bitkisinin orijin merkezinin Tirkiye’nin Giineydogu Anadolu Bolgesi ve
yabani atasinin da C. reticulatum oldugu belirtilmistir (Ladizinsky ve Adler, 1976;
Van der Maesen, 1987; Singh vd., 1997). Kiiltiirii yapilan ilk baklagillerden biri
olmasindan dolay: kiiltiire alinma zamani olduk¢a eskilere dayanmaktadir (Van der
Maesen, 1972; Redden ve Berger, 2007). Calisma dahilinde Ankara, Sanlurfa ve
Diyarbakir illerinden toplanan hastalikli nohut bitkilerinden izole edilmis D. rabiei
izolatlar1 (Sekil 3.1) ve C. arietinum L. tlrinin ILC482 cesidi kullanilarak
Iklimlendirme Odasi’nda sicaklik, nem ve 1sik siireleri uygun kosullara ayarlanarak
ekimi yapilmistir (Sekil 3.2). Cimlenmeyi takiben yaklasik iki hafta sonra bitkiler
spor soliisyonlar ile inokiile edilmistir. inokiilasyon el spreyi ile tiim bitki tamamen
1slanincaya kadar yapilmis, kontrol bitkilerine ise sadece sdH20 uygulanmistir.
(Sekil 3.6). Toplamda 30 glnlik bir inkiibasyon asamasi yasayan bitkilerden ilk 3
giin arka arkaya ve sonrasinda her 3 giinde 1 olmak iizere hastalikli ve saglikli
bitkilerden orneklemeler yapilmis, RNA ve ardindan cDNA izolasyonunda
kullanilmak {izere elde edilen taze bitki ornekleri aliminyum folyolara sarilarak -

80°C’de saklanmustir (Sekil 3.8).

Real-Time PCR (Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu); hedeflenen bir
DNA molekiiliinii amplifiye etmek ve ayni anda 6l¢gmek icin kullanilan PCR temelli
bir laboratuvar teknigidir. Bu metodolojinin uygulanmasi basit ve c¢ok hizli
oldugundan kisa zaman igerisinde patojenin varligi ile ilgili niceliksel-niteliksel
analizler sonucunda bilgiler ortaya cikarilmaktadir. Bu cihazin kullanimi giivenilir
testlerin yapilmasini miimkiin kilmakla birlikte kantitatif Real-Time PCR sayesinde
bitki materyalleri arasindan dogrudan patojeni tespit edilebilmektedir (Aguilar,
2011). Calisma kapsaminda gerceklestirilen RT-PCR uygulamast Ascochyta
Yaniklik etmeni D. rabiei infekteli bitki 6rneklerinden elde edilmis olan taze bitki

materyalleri ile spesifik olarak tasarlanan primer-prob kombinasyonlar1 (Tablo 3.1)
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kullanilarak etmenin tespiti yapilmistir (Sekil 3.12).

Bayraktar vd. (2016), nohut bitkisinde Ascochyta Yanikligina neden olan D. rabiei
uzerine bir Real-Time PCR ¢alismas1 yapmislardir. Calisma kapsaminda 15 gunlik
nohut bitkisini inokiile etmis, 2. giinden itibaren sirasiyla 4, 6, 8, 10, 12, 14 ve 21.
gunlerde infekteli bitki orneklerini elde etmiglerdir. Elde edilen bitki
materyallerinden DNA izolasyonunu gerceklestirmis ve SYBR Green | teknolojisi ile
Real-Time PCR ¢alismas1 yapmislardir. Calisma igin spresifik olarak tasarlanan EF1-
728F, EF1-986R, HEF1 ve HEF2 primerleri kullanilmis ve yapilan bu g¢alismaya
goOre etmen 2. giinden itibaren tespit edilebilmistir. 1, 2, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27
ve 30. gunler dahilinde gergeklestirilen, 3 farkli patotip grubu (Diisiik Viriilens,
Patotip I, Patotip 1) ile infekteli bitki 6rneklemeleri ile yapilan ¢alismada TagMan
Prob teknolojisi kullanilmistir. Infekteli bitki materyallerinden ilk once mRNA
izolasyonu, ardindan da CDNA cevrimleri yapilmistir. Hastalik etmeni olan D.
rabiei’nin tespiti icin spesifik olarak tasarlanan primer-prob kombinasyonlar1 (HSA-
Prob, RBA-Prob, PKA-Prob, STA-Prob) kullanilarak gerceklestirilen galismada

inokilasyondan itibaren 24 saat icerisinde patojen tespiti gerceklestirilmistir.

D. rabiei’nin neden oldugu Ascochyta Yanikligi, tiim diinyada oldugu gibi (Tivoli ve
Banniza, 2007) Ulkemizde de yemeklik tane baklagil (nohut, mercimek, bezelye,
bakla, fasiilye) yetistiriciligini ve verimi olumsuz yonde etkilemektdir (Bayraktar
vd., 2007a). Etmene kars1 dayanikli bitki genotiplerinin elde edilmesi igin patojen
popiilasyonlarinin karakterizasyonu onem tagimaktadir. Caligma kapsaminda elde
edilmis olan veriler dogrultusunda, HSA-Prob, RBA-Prob, PKA-Prob ve STA-Prob
kombinasyonlarinin, RT-PCR metodu ile D. rabiei’nin dogrudan belirlenmesinde

kullanilabilecegi saptanmustir.

Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonlari (qRT-PCR), bitki
dokularindan, tohumlardan ve topraklardan elde edilen bitki patojenleri de dahil
olmak {iizere ¢esitli toprak veya bitki iligkili mikroorganizmalarin dogrudan ve
kiiltirden bagimsiz bir sekilde miktarlarinin tayin edilmesine izin vermektedir
(Schaad vd., 2003; Schena vd., 2004). Yapilan calismalar sonucunda elde edilen
patojenisite ve qPCR verilerinin ortalamalar1 arasinda farklilik olup olmadigini
belirlemek adina istatistiksel (SPSS) olarak eslestirilmis (bagimli) 6rneklemler t-testi
uygulanmistir. Test sonucunda anlamli bir farklilik bulunmaktadir (t(47) = 1,42,
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p<0,05). Sonuglarin varsayimimmizi dogruladigi belirlenmistir. Bu test sonucunda
bulunan korelasyon kat sayilar1 temel alinacak olursa patojenisite ve qPCR arasinda
pozitif bir iliski oldugu da soylenebilmektedir (Tablo 4.2). RT-PCR isleminin

sonuglarmin daha hizli-etkin oldugu kanitlanmastir.
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BOLUM 6

SONUC

Gergeklestirilen tez ¢alismasi Tirkiye’nin nohut ekimi yapilan alanlarinda hastalik
yapan D. rabiei tizerinde yiriitiilmiistiir. Hastalik etmenine spesifik primer-prob
kombinasyonlar1 gelistirilerek qRT-PCR teknigi ile etmen, nohut bitkilerinde
kantitatif olarak belirlenmistir. Sonu¢ olarak gergeklestirilen patojenisite testi ile
hastaligin ilk simptomlarin1 3. giinden sonra gézlemleyebilmekteyiz. Ancak primer-
prob kombinasyonlar ile gerceklestirilen RT-PCR c¢alismalari ile 12 saat gibi kisa bir
stire zarfindan itibaren hastaligin miktarini belirleyebilmekte ve ilerleyen agamalarda

da ciddi farklar olusturdugunu islem sirasinda gézlemleyebilmekteyiz.

Gergeklestirilen ¢alisma kapsaminda 1/1 oranindan 1/100.000 oranina kadar 10 kat
seri seyreltmeler yapilarak elde edilen amplifikasyon grafiklerinde gorildagi tizere
pozitif kontroller sorunsuz bir sekilde ¢alismistir. Bu dogrultuda elde edilen hastalik
etmenine ait standart egri grafiklerinden de anlagilacagi lizere spesifik olarak
tasarlanan primer-prob kombinasyonlarinin ve g¢alisma prosediiriiniin  dogrulugu

ispatlanmustir.

HSA, STA, PKA ve RBA bolgelerine ait literatiirde bu konuda bir caligsma
bulunmamaktadir. Bu primer-prob kombinasyonlari ilk defa ¢alisilmistir. Bunun yan1
sira elde edilen verilerin D. rabiei’ye yonelik miicadele ve tani yontemlerinin

gelistirilmesine destek olacag: diisiiniilmektedir.
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