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ABSTRACT

PATHOGENIC CHARACTERIZATION AND MATING TYPE ANALYSIS
OF Didymella rabiei CAUSING ASCOCHYTA
BLIGHT OF CHICPEA IN THE CENTRAL ANATOLIA REGION

SAHIN, Nagihan
M.Sc. in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Canan CAN
December 2015
61 Pages

Fungal diseases cause considerable yield and quality losses in chickpea (Cicer
arietinum L.) plants which is an economically improtant legume species of our

country.

This thesis aimed to define disease incidence, isolation from symptomatic capsule,
stem and leaves, patotype identification and mating type characterisation of the
Ascochyta blight agent Didymella rabiei from the Central Anatolia region.

Survey studies conducted in 10 provinces of the Central Anatolia region in June-July
2014 revealed the highest disease incidence in Ankara and Yozgat provinces. A total
of 271 isolates were obtained and maintained for long term storage. Sixtytwo isolates
were evaluated through pathotyping analyses, and 17, 6, 11, 15, and 13 isolats were
defined as Pathotype-I, Pathotype-Il, Pathotype-Il1, Pathotype-1V and low virulent,
respectively. The mating type analyses were conducted on 189 D. rabiei isolates and
the ratios were determined as 35,98 % Matl.1 and 64, 02 % Matl.2. Pathotype-1V
was a first report for the Central Anatolia region revealed through this thesis.

Key Words: Cicer arietinum L., Didymella rabiei, mating type analysies, pathotype.



OZET

iC ANADOLU BOLGESI’NDE NOHUTTA YANIKLIK HASTALIGINA
NEDEN OLAN Didymella rabiei’NIN PATOJENIK
KARAKTERIZASYONU VE ESEY TiPi ANALIZLERI

SAHIN, Nagihan
Yiksek Lisans Tezi, Biyoloji Bolimi
Tez Danismani: Prof. Dr. Canan CAN
Aralik 2015
61 Sayfa

Ulkemizde ekonomik dneme sahip olan baklagil tiirii olan nohut (Cicer arietinum L.)
bitkisinde fungal hastalik etmenleri verim ve kalitede onemli derecede diisiislere
neden olmaktadir. Bu tez ¢aligmasinda, I¢ Anadolu Bélgesi’nde Ascochyta yamklig
etmeni Didymella rabiei’nin hastalik siddetinin belirlenmesi, simptomlu bitkilerin
kapsul, govde ve yapraklardan etmen izolasyonu, izolatlarin patotip belirlemeleri ve

esey tipi karakterizasyonu amaglanmustur.

Ic Anadolu Bélgesi’nde 2014 yili Haziran-Temmuz aylar1 arasinda 10 ilde yapilan
survey ¢alismalar1 sonucunda en yiiksek hastalik siddeti Ankara ve Yozgat illerinde
saptanmistir. Toplamda 271 izolat elde edilerek uzun sireli muhafaza altina
almmigstir. Patotip belirlemede 62 izolat degerlendirilmis, bu izolatlarin 17 tanesi
Patotip-1, 6 tanesi Patotip-I1, 11 tanesi Patotip-111, 15 tanesi Patotip-1V ve 13 tanesi
ise diisiik virtilense sahip olan izolatlar olarak belirlenmistir. D. rabiei izolatlarinin
esey tipi analizleri 189 izolatta yapilmis, %35,98 Matl.1 ve % 64,02 Mat1.2 oranlari
saptanmustir. I¢ Anadolu Bélgesi’nde Patotip-1V ilk defa bu tez calismasi ile rapor

edilmistir.

Anahtar Kelimeler : Cicer arietinum L., Ascochyta rabiei, eslesme tipi analizi,

patotip.
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BOLUM 1

GIRIS

Baklagillerin kiiltiire alinmasi yaklagik 10000-12000 yil 6nce Yakin Dogu’da
“Bereketli Hilal” topraklarinda baslanmistir (Zohary ve Hopf, 2000; Lev-Yadun vd.,
2000; Salamini vd., 2002). Tlrkiye’nin Giineydogu Anadolu Bolgesi, Irak, Suriye,
Libnan, Israil, Kuveyt, Urdin, Bati ve Giiney Bat1 iran’n1 da kapsayan bolgeler
olarak tanimlanan “Bereketli Hilal” topraklari tahil iiriinlerinin ve bu iirlinlerin
patojenlerinin de orjin alanin1 olusturmaktadir (Lev-Yadun vd., 2000; Salamini vd.,
2002). Kultdr nohudunun (Cicer arietinum L.) orjin bolgesi ve kiiltiire alindig1 bolge
Suriye’nin Kuzey kesimi ve Tiirkiye’de Giiney Dogu Anadolu Bolgesi’dir
(Ladizinsky ve Adler, 1976; Lev-Yadun vd., 2000).

Didymella rabiei‘nin meydana getirdigi Ascochyta yanikligi ilkemizde ilk defa 1948
yilinda 6zellikle ¢ Anadolu Bélgesi’nde ve Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde tespit
edilmistir (Tiirkkan, 2008). Hastalik etmeninin otuz bes ilkede kayithi oldugu
bilinmektedir (Ozer, 2009).

Nohut (Cicer arietinum L.) tek yillik, genellikle tohumlar1 igin yetistirilen bir
yemeklik tane baklagil tiiriidiir. Kok yapisi dallanmig sekilde olup 1-2 m derine kadar
inebilir. Nohut bitkisi gelisimi i¢in ihtiya¢ duydugu suyu 150 cm derinlikten
saglayabilir. Nohut toprakta biriken su ile yetistigi i¢in kurakliga dayanikli olmasi
istenilen Ozelliklerdendir. Nohutun suya en ¢ok ihtiyag duydugu donem bakla
baglama yani tohum olusturma dénemidir. Nohut bitkisinin yapisinda ise her bir
yapragin 11-18 yaprak¢iktan meydana gelmis oldugu birlesik yapraktir. Yapraklar
govdenin tizerinde almasikli olarak dizilmis olup uzunluklar1 4-6 cm’dir. Yapraklar
koyu yesil renkte ve alt yiizeyi iist ylizeyine oranla daha tiiylii bir yapiya sahiptir
(Turkkan, 2008). Nohutta giceklenmede ise beyaz, pembe ve mor renge yakin renkte
ciceklenme goriiliir. Bakla olusumunda ise her bir kapsiiliin igerisinde 1-2 tane

tohum olabilir. Tohumlar ¢esitlere gore iri ya da kicuk olabilir. Tane baklagiller



icerisinde nohut mercimekten sonra kurakliga dayanikli ikinci bitki tiiriidiir. Toprak
istegi acisindan ¢ok secici degildir. Optimum ¢imlenme sicakligi 20°C’dir. Drenaji
iyi hafif asitli ya da alkali reaksiyonlu, kiregli ve kira¢ olan topraklarda da
yetisebilmektedir. Nohut bitkisinin kurakliga toleransli olmasimin sebebi, vejetatif
aksaminin kiigiik olmasi ve kazik kok bulundurmasindan kaynaklanmaktadir. Bu
kazik koklerde bulunan Rhizobium bakterileri sayesinde havanin serbest azotundan
yararlanabilmesi, kolay yetisebilmesi, bitkinin gelisim déneminin kisa siirede olmast
nohudun tarimsal 6nemini arttirmaktadir (Tlrkkan ,2008). Nohut kiiltiire alinan ilk
baklagil cesidi olan bitkilerdendir (Ak¢in , 1988) . Nohut iiretilen baklagiller
icerisinde % 29 oraninda bir degere sahiptir (Zohary vd, 2000). Kuru taneleri yiiksek
oranda protein (%15-32) ve karbonhidrat (%50-74) igermeleri yaninda fosfor,
kalsiyum ve demir gibi mineraller ile A, B ve Niacin vitaminlerince zengin olmasi
nedeniyle besin degeri ve beslenme agisindan énemli bir yere sahiptir (Dizdemir vd.,
2007). Dinya’da 10.7 milyon ha alanda 8.3 milyon ton nohut tretimi yapilirken
ortalama verim 772 kg/ha’ dir. Ulkemizde ise 557.800 ha alanda 551.746 ton nohut
tiretimi yapilmakta olup, ortalama verim 989 kg/ha’dir (FAO, 2006).

Tablo 1.1. Tiirkiye’de nohutun yillik iiretim alani, miktar ve verim degerleri (TUIK,
2015)

EKIM ALANI . . VERIM
YILLAR URETIM(TON)
(DEKAR) (KG/DEKAR)
2010 4 556 900 530 634 116
2011 4 464 129 487 477 109
2012 4162 416 518 000 124
2013 4235570 506 000 119
2014 3885175 450 000 116




1.1. Ascochyta Yanikhg:

Nohutun {iretimi sirasinda karsilasilan biyotik ve abiyotik stres faktorleri nedeniyle,
ekonomik anlamda onemli verim ve kalite kayiplari olusabilmektedir. Gerek
ulkemizde gerekse diger iilkelerde nohut verimini kisitlayaci faktorlerin basinda
nohut hastaliklar1 gelir. Bunlarin en 6nemlisi nohut ascochyta yaniklig1 olmakla

birlikte, bunu kok ciiriikliigii, solgunluk ve pas hastaliklar1 izlemektedir.

Ascochyta yaniklig1 ilk kez 1867 yilinda Fransiz arastirict Passerini tarafindan, seffaf
ve tek hiicreli olan pikniosporlanmasina dayanilarak Zythia rabiei olarak
adlandirilmistir. 1891 yilinda Cornes fungusu Ascochyta pisi Lib. ve 1893 yilinda
Prillioux ve Delocroix de Phyllosticta cicerina olarak tanimlamislardir. 1931 yilinda
ise Labrousse fungusun bir hiicreli sporlarinin yaninda iki hiicreli sporlarininda yer

almas1 nedeniyle bu fungusu Ascochyta rabiei olarak tanimlamistir.

Didymella rabiei (Kovachevski) v. Arx) tarafindan nohutta meydana gelen hastalik
ulkemizde ve Diinya’da iiretim alanlarinda 6nemli verim kayiplarina neden olan ve
Ascochyta yanikligi olarak bilinen onemli bir fungal hastaliktir. Bu hastalik
sonucunda nohut verimi kalite ve miktar yoniinden olumsuz bir sekilde
etkilenmektedir (Ozkiling, 2011). Epideminin yogun olarak yer aldig:i alanlarda
nohut tiiretimi ciddi sekilde etkilenmektedir. Hastalikli bir tarlada bitkilerin tiim

toprak tstii kismi1 yanik ve kavruk bir gériiniime sahiptir.

Ascochyta yanikligi halk dilinde “Bulut galdi”, “ilker”, “yaniklik” ve “yagmur
yagdi tuzu yikandi” diye bilinmektedir. Fungal bir hastalik olup, etmeni Didymella
rabiei (Kovachevski) von Arx [anamorph: Ascochyta rabiei (Passerini)
Labrousse]'dur (Nene ve Reddy, 1987; Akem, 1999). Etmen nohudun tim toprak
istli kismma etki ederek govde, yaprak, bakla ve tohumda nekrotik lezyonlar
olusturmaktadir. Yapraklarda ve kapsiillerde olusan nekrotik lezyonlar oval,
kahverengi kenarli dairesel, i¢ ige gegmis konsantrik halkalar seklinde ve lezyonlarin
tizerinde bulunan toplu igne bas1 biiyilikliiglinde hastaliga neden olan etmenin siyah
piknidyalarindan meydana gelmektedir. Govde de ise, olusan lezyonlar eliptik,
kahverengidir. Enfeksiyon sonucunda tohumlarin rengi siyahimsi ve kahverengiye
donmekte, kicuk, burusuk ve diizensiz sekil almaktadir. Bitki dokusu tizerinde
gelisen piknidya yataklarinin olusturdugu nekrotik lezyonlar, bu yataktaki nemli

kosullarda gelisim gosteren konidiler gelisim siiresince ikincil enfeksiyona neden



olmaktadir (Wilson ve Kaiser, 1995). D. rabiei’nin yasam dongiisii ve eseyli donemi
sekilde gosterilmistir (Sekil 1.1).

Ascochyta rabiei
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Sekil 1.1. Ascochyta rabiei ve Didymella rabiei ‘nin yasam dongiisii (Kanouni, vd.,
2011).

Hastalik etmeni konukgu bitkinin toprak iistii kisimlarinda zararli olup gévde, yaprak
ve kapsiillerinde nekrotik lezyonlar olusturarak ileri donemlerde govde ve dallarda
kirilmalara ve kurumalara neden olarak bitki 6liimlerine yol agmaktadir (Nene ve

Reddy, 1987; Ozkiling, 2006; Frenkel vd., 2007).

Nohudun govde, yaprak ve bakla kisminda hastaliga neden olan bu hastalik
tohumuda 6nemli derecede etkilemektedir (Kaiser, 1981). Bu sebeple patojenin
tohum ile tasinmasina da neden olmaktadir. Boylece patojenin uzun siire hayatta
kalmasina ve hastaligin diinya iizerinde yayiliminin kolaylagmasina neden
olmaktadir. Patojenin orjin merkezinin konukgu ve patojenle evrimlesmesinin ayni

oldugu diisiiniilmektedir (Stukenbrock ve McDonald, 2008).



Hastalik dongiisliniin  sayis1, hastalik siddetini ve yayginligin1 belirlemektedir
(Wilson ve Kaiser, 1995). Hastalik gelisimi ve orani iklim kosullarina gore degisiklik
gostermektedir. Hastaligin salgin yaptigi donem daha ¢ok kapali, yagisli, nispi nemin
yiiksek oldugu sicak havalarda gelisim gostermektedir. Hastaligin yayilmasinda
Ozellikle yagmur 6nemli bir faktordiir. Patojenin yildan yila gecisi ve yayilmasi,
fungusla enfekte olmus tohumlar ya da tarlada kalan bitki artiklarinda bulunan

patojenlerle meydana gelmektedir (Tlrkkan, 2008).

1.2. Eslesme Tipi Analizi (Mating Type)

A. rabiei’nin eseyli formu D. rabiei nohut bitkisi (zerinde gbézlenmistir. D. rabiei
heterotallik bir fungus oldugundan eseyli donemin gergeklesebilmesi igin iki eslesme
tipine ihtiya¢ vardir ve eseyli donemin varligi nohut ekim alanlarinda hastaligin

yayilmasinda ve epidemiyolojisinde blyuk 6neme sahiptir ( Barve vd., 2003).

Mat lokusundaki alternatif diziler birbirine benzemedigi i¢in bunlar “idiomorf ”
olarak adlandirilir. Matl.1, bir alfa domaini iceren DNA baglayici proteinini; Mat1.2
ise, HMG ( High Mobility Group) domaini igeren DNA baglayici proteinini kodlar
(Barve vd., 2003). Matl.1 ve Matl.2 idiomorflarinin her biri idiomorfu baslatan ve
sonlandiran tek bir agik okuma bdolgesi ORF (Open Reading Frame) igerir (Barve
vd., 2003).

Mat bolgeleri tiirler arasinda korunmus bolgelere sahiptir. Bunun igin filogenetik
analizlerde kullanilirlar (Ozkiling, 2006). Mat analizleri icin spesifik multipleks PCR
gelistirilmistir. Bu analizler igin 6zel olarak Com1, SP 21, Tail 5 primerleri dizayn
edilmistir. Com1/SP21’in kombinasyonu Matl.1 idiomorfu igin yaklasik 500 bg ve
Com1/Tail 5 kombinasyonu Matl1.2 idiomorfu i¢in yaklagik 700 bg¢ bolgeyi gogaltir
(Barve vd., 2003). Ascochyta rabiei’ye spesifik esey tipini belirlemek igin kullanilan

primerler Sekil 1.2.’de gosterilmektedir.
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Sekil 1.2. Eslesme tipi analizlerinde kullanilan primeler ve baglanma bdlgeleri
(Barve vd., 2003).

1.3. Didymella rabiei’de Patotiplerin Belirlenmesi

D. rabiei’e ait izolatlar arasinda lokasyonlara (iilke, bolge, il, il¢e) gore farkliliklar
gbzlenebilmektedir. ilk patojenik farkliliklar Hindistan’da yapilan bir ¢alismada
ortaya konulmustur (Anonymous, 1963). D. rabiei’ye ait izolatlar arasinda ortaya
c¢ikan patojenik cesitliliklerin dogrulugunu onaylamak i¢in yapilan tiim ¢aligmalarda
bu farkliligin var oldugu tespit edilmistir (Porta-Puglia vd., 1996). Fungusun farkli
virtlenslikler de yeni patotiplerinin olusmasinda gerceklesen eseyli donemin mayoz
boliinme sirasinda yiiksek oranda gerceklesen rekombinasyonlarin neden oldugu
belirtilmektedir (Kaiser, 1987). D. rabiei’nin gelisim gosterdigi populasyonlarda
goriilen bu patolojik degiskenlikler bitkide hastaliga karsi elde edilmis olan
dayanikliligida bir siire sonra kirmaktadir. Bu sebeple patojen populasyonda, varolan
patojenik varyasyonun tespit edilmesi sonucunda hastaliga kars1 dayanikli gesitlerin

gelistirilmesi gerektiginin dnemine sahip olmaktadir (Ozer, 2009).



Patojenlerin yer aldig1 populasyonlarda genetik yapilardaki farkliliklarin belirlenmesi
ile birlikte etkili bir 1slah programinin hazirlanmasinda ve hastalik sonucu olusan

kayiplarin azaltilmasinda 6nemli rol oynayacaktir.

Bu ¢alismada I¢ Anadolu Bolgesi’nde nohut ekim alanlarinda yaygin olarak goriilen
ve ekonomik kayiplara neden olan Ascochyta yanikligi hastalik siddetini, eslesme
tipi analizlerini, patotipleme ¢alismast ile izolatlarin viriilenslik derecelerini
belirlemek amaglanmistir. Elde edilen veriler D. rabiei'nin I¢ anadolu Bolgesi'ndeki

popiilasyon karakterizasyonunu saptamak a¢isindan énemlidir.



BOLUM 2

KAYNAK OZETLERI

2.1. Dinyada Ascochyta Yamikhigina Neden Olan D. Rabiei’nin Epidemiyolojisi
Hakkinda Yapilan Calismalar

Armstrong (2001), Kanada’da 34 tarladan 42 izolat lizerinde ¢alisma yaparak
eslesme tipi analizlerini belirlemislerdir. Telemorf doneminin ascospor yapisint ve
mikroskobik gorintlsind iki yontemle incelemislerdir. Bolgede nohut alanlarinda
telemorf doneminin bulunmasinin hastaligin yayilmasina, genetik c¢esitliligin

artmasina ve patojeninde artis gostermesine neden oldugunu belirtmislerdir.

Galloway vd. (2003), nohut alanlarinda dogal olarak olusan D. rabiei’ye ait
ascosporlarin bitki kalintilar1 tizerinde bulundugunu belirtmislerdir. D. rabiei’ye ait
ascosporlari, PDA ve Gentamisin kullanilarak hazirlanan ortama ekim yapilarak
kiiltiirleri gelistirmiglerdir. Bu ¢alismanin Avusturalya’da D.rabiei’ye ait ilk kayit
oldugunu belirtmislerdir. D. rabiei’nin varliginda ascosporlarin uzun mesafalere

yayilmasinin epidemiyolojilerinde 6nemli etkisi oldugunu rapor etmislerdir.

Tivoli ve Banniza (2007), baklagillerde Ascochyta yanikligina, Ascochyta spp'nin
neden oldugunu belirtmislerdir. Hastaligin iilkelere, mevsimlere ve iklim kosullarina
bagli olarak seyrinin farkliliklar gosterdigini saptamiglardir. M. pinodes ve Pinodella
medicaginis hari¢ Pinodella’nin tiim tiirlerinde simptomlarin bitkinin tim toprak Gst(
kisimlarinda goriildiigiinti ve tiirlerin ¢ogu i¢in lezyonlarin benzer oldugunu rapor
etmislerdir. Infekteli tohumlarm, aniz ve hava yoluyla bulasan ascosporlarin énemli
derecede primer inokiilim kaynag oldugunu belirtmislerdir. Uriin yetistirme
donemlerinde, Ascochyta spp.’nin sigrayan yagmur damlalariyla bitkinin tamamina
yayilabileceginin belirtildigi ¢calismada, etmenin hemibiotrof karakterde olabilecegi

rapor edilmistir.



Trapero-Casas ve Kaiser (2008), ABD'nin dogu Washington, Kuzey Idaho ve
Palouse bolgesi nohut ekim alanlarinda, bitki ve yabanci ot turlerinin D. rabiei
tarafindan infekte oldugunu belirtmisleridir. Nohut ekim alanlarindaki bitki ve
yabanci ot tiirlerinden izole edilen D. rabiei izolatlar1 morfolojik olarak ayirt edilmis,

infeksiyonun bitki artiklarindan yayildigi belirlenmistir.

2.2. Didymella Rabiei Uzerinde Yapilan Molekiiler Calismalar

Kaiser vd. (1997), Turkiye’den 23 ilden 145 D. rabiei izolati toplamiglardir.
Izolatlarda eslesme tipi analizi yapilmus, her iki eslesme tipinin de 18 ilde bulundugu
saptanmistir. Testlenen izolatlarin % 59'u Matl.1. ve % 41'i Matl.2. olarak rapor
edilmistir. Koloni morfolojisi karsilastirmalarinda izolatlar arasinda farkliliklar
saptanmis, etmenin telemorfunun uzun mesafelerde yayilmasinin, genetik ¢esitliligin

artmasina neden oldugu belirtilmistir.

Barve vd. (2003), D.rabiei’ye ait izolatlarda Mat 1.1. ve Mat 1.2. bolgelerini ve bu
bolgeleri belirlemek i¢in kullanilan spesifik primerleri tanimlamiglardir. Matl.1. ve
Matl.2. idiomorflarinin sirasiyla 2294 ve 2693 bp oldugu saptanmis, bolgeye 6zgu
multipleks PCR primerleri tasarlanmistir. Eslesme tipi spesifik PCR ¢alismalarinda,
kuzeybati ABD bdlgesinden elde edilen D. rabiei izolatlar1 kullanilmig, 6rneklerde

1:1 oranindan 6énemli bir sapma olmadigi rapor edilmistir.

Igdirlioglu (2004), Giineydogu Anadolu Bolgesi’nden izole edilen D. rabiei izolatlar
arasindaki farkliliklart mikrosatellit bolgeler yardimiyla belirlemislerdir. Calismada
120 izolat kullanmis, DNA analizleri icin 14 heterolog mikrosatellit primer
denemistir. Tarlada bitkilerin tiim kisimlarinda hastalik etmenine rastlamis ve
izolatlar koloni morfojilerine goére farkli gruplara ayrilmistir. (CAG)s primerinin

izolatlar arasinda polimorfizim meydana getirdigi saptanmuistir.

Lichtenzveig vd. (2005), 1997-1999 yillarinda Israil’deki D. rabiei
populasyonlarindaki viriilenslik derecelerini ve esey tipi dagilimlarini belirlemek igin
calismalar yapmislardir. Ulkenin farkli lokasyonlarindan toplanan tiim érneklerde her
iki eslesme tipi de saptanmistir. Ornekleme yaptiklar1 41 tarladan % 88 Matl.1, %
44 Matl.2 sonuglarini elde etmislerdir.



Bayraktar vd. (2006), i¢c Anadolu Bélgesi’nden elde edilen D. rabiei izolatlarinda
esey tipi dagilimlarimi belirlemislerdir. Bu bdlgede 6 ilden toplanan 45 izolat
Uzerinde ¢alisma yapmuslardir. Kayseri ve Sivas disindaki illerde yapilan esey tipi
analizleri sonucunda esey tipleri belirlenmistir. Calismada eslesme tipi analizlerinde
multipleks PCR yontemi kullanilmis, izolatlarin Matl1.1. ve Matl1.2. oranlari sirasi ile
% 57.8 ve % 42.2 olarak rapor edilmistir.

Ozer (2009), Tiirkiye’nin farkli bolgelerine ait 18 ili temsil eden A. rabiei izolatlari
arasindaki genetik farkliliklar1 54 RAPD ve 30 ISSR primeri kullanarak incelemistir.
Elde ettigi verilere gore Dice’in benzerlik katsayis1 kullanilarak yapilan UPGMA
cluster analizi sonucunda 81 A. rabiei izolati RAPD analizine gore 6 grup, ISSR
analizine gore ise 4 grup icerisinde siniflandirilmistir. Ancak izolatlarin patotip ve
bolgelere gore dagilimi ile dendrogramdaki gruplanmalari arasinda herhangi bir
iliskinin bulunmadig1 belirlenmistir. Izolatlarin populasyon yapisina baktiginda
maksimum gen farkliliginin I¢ Anadolu Bélgesi’nde (0.1992), minimum farkliligin
ise Akdeniz Bolgesi’nde (0.1574) oldugu tespit edilmistir. Molekiler varyans analizi
(ANOVA) sonucunda populasyonlar arasinda saptanan genetik varyasyonun buyik
bir kismimnin (%98.34) izolatlar arasindaki genetik farklilardan, ¢ok kiiciik bir
kisminin ise populasyonlar arasindaki cografik farkliliklardan kaynaklandigi rapor

edilmistir.

Ozkiling (2010), Tiirkiye ve Israil’den toplanan ornekler iizerinde c¢alisilarak D.
rabiei izolatlarinin genetik yapisi ve patojenik viriilensligini arastirmistir. 128 D.
rabiei izolat1 iizerinde genetik varyasyonu incelemek i¢in 6 tane STMS lokusu
calismistir. En yiiksek genetik ¢esitliligi Turkiye’deki populasyonlarda kultir
nohudundan izole edilen gruptan elde etmistir. STMS markirlara dayali olarak
saptanan populasyon genetik farklilasma degerleri kullanarak, popiilasyonlar arasi
gen/genotip akislarini hesaplamistir. Tiirkiye’de kiiltiir nohudu orjinli izolatlar harig,
testlenen tiim izolatlarda, orijinal konukgular1 iizerinde daha yiiksek saldirganlik

Ol¢timleriyle konukgu adaptasyonu gosterdigini belirtmistir.

Nourollahi (2010), Bat1 Iran’dan elde edilen 103 izolatta genetik yapilar1 belirlemek
icin basit tekrar dizileri (SSR) ve eslesme tipi (MAT) analizleri yapmislardir. 3 dizi
mikrosatellit primer cifti toplamda 75 alel ortaya ¢ikarmistir ve her bir marker i¢in

15-34 alel sayisi agisindan degisiklik gosterdigini belirtmislerdir. Bolge’de A.
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rabiei’ye ait izolatlar arasinda yiiksek derecede genetik g¢esitlilik oldugunu
belirtmislerdir. Tiim populasyonlarda her iki ¢eslesme tipinin de mevcut oldugunu ve

izolatlarin ¢ogunlugunda Matl.1. (% 64) goriildiigiinii saptamislardir.

Mahmodia vd. (2013), Iran’nin sekiz farkli bolgesinden elde edilen 41 izolat
tizerinde esey tipi dagilimlarini belirlemek i¢in analiz yapmuslardir. Populasyon
analizlerinde, Matl.1 ve Matl.2 bolgelerini amplifike etmek icin 6zel multipleks
PCR spesifik primerleri kullanmiglardir. D. rabiei izolatlarinda ¢ogunlukla Matl.1.
eslesme tipinin oldugunu belirtmislerdir. izolatlarin eslesme tipini kontrol etmek igin
MAT analizi sonuglar1 bilinen (USDA-AR-20 ve USDA-Ar21) izolatlar ile
testlemislerdir. Testlenen 40 izolattan 38 izolatin (%95) Matl.1. ve iki izolatin da

(%5) Matl.2. oldugunu rapor etmislerdir.

2.3. Didymella Rabiei Uzerinde Yapilan Patotipleme Calismalari

Cho ve Chen (2004), kiiltiirii yapilan nohutta (Cicer arietinum L.) Ascochyta
yanikligina neden olan patojenin zararli bir fungus oldugunu belirtmislerdir.
Ascochyta yanikligina bagli direncin genetik mekanizmasini belirlemek i¢in
melezleme yapmuslardir. FLIP84-92C x Pl 359075 (yanikligi duyarh) F7 trevli
rekombinant hatlar1 inokiile ederek Patotip-l ve Patotip-Il'yi belirlemislerdir.
Rekombinant hatlarda Ascochyta yanikligimin patotip direncine gore degisiklik

gosterdigini rapor etmislerdir.

Dizdemir vd. (2007), Ascochyta yamikligmin farkli nohut ¢esitlerinde
dayanikliliginin nohut tane verimindeki etkisini belirlemeyi amaglamislardir.
Arastirmayr Amasya ve Tokat illerinde 2001-2002 yillarinda yapmislardir. Tarla
denemeleri 4 tekerriirlii olarak diizenlenmistir. Denemelerde 1-9 skalasi1 kullanmiglar
ve bitki boyu, bitkide bakla sayisi, bitkide tane sayisi, bitkide tane verimi, dekara
biyolojik verim, dekara tane verimi ve bin tane agirlig1 6zelliklerini incelemislerdir.
Dekara verimin ¢evre kosullarina ve Ascochyta yayginligina bagl olarak diisiisler
gosterdigini belirtmislerdir. En yiiksek dekara tane verimini vermesi ve Ascochyta
yayginlhigina toleransli bir ¢esit olmasi nedeniyle Akgin-91, Er-99 ve Gokge

cesitlerini, Tokat ve yoresi igin uygun gesitler olarak tavsiye etmislerdir.
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Turkkan (2008), Tirkiye’de nohut yetistirilen bes farkli bolgeden (Akdeniz, Ege,
Giiney Dogu Anadolu, i¢ Anadolu ve Karadeniz) temin edilen 64 A. rabiei izolatinin
patotip ayrimlarin1 uluslar arasi standart test gesitleri (ILC1929, ILC482 ve ILC
3279) kullanilarak 3 patotip igersinde gruplandirmistir. Bu izolatlarin 38 (% 59.4)
inin Patotip-1’e, 3 (% 4.7)’Unln Patotip-11" ye ve 23 (%35.9)’Unln Patotip-111" e ait
oldugunu belirtmistir. Patotip-l ve Patotip-11l'in Akdeniz, Ege, Giiney Dogu
Anadolu, I¢ Anadolu ve Karadeniz bolgelerini iceren 5 bélgede goriildiigiinii

belirtirken, Patotip-11 Akdeniz ve Karadeniz bolgelerinde tespit edememistir.

Benzohra vd. (2010), Cezayir’in batisinda farkli lokasyonlardan toplanan 12 adet
izolatla patojenik viriilenslikleri degerlendirmislerdir. Elde edilen sonuglara gore,
izolatlarin ii¢ tanesinin viriilensligi ¢ok siddetli, sekiz izolatin viriilensligi orta

derecede ve 1 izolatin viriilensligini ise diisiik olarak belirlemislerdir.

Imtiaz vd. (2011), patojenlerin farkl: viriilensliklere neden oldugunu rapor etmistir.
Yeni ortaya ¢ikan Patotip-1V’U testlemek icgin Patotip-1, Il ve I1'i kullanmiglardir.
Suriye’deki Kaljebrine bolgesinden nohut ekim alanlarinda patojenik varyasyon
gosteren 10 izolat1 farkli genotipe sahip nohut hatlarina (ILC1929, ILC 482,
ILC3279 ve ICC 12004 ) inokiile etmislerdir. Tek spordan elde ettikleri DNA’larda
eslesme tipi (MAT) dagilimini belirlemek i¢in Matl.1. ve Matl.2. spesifik primerleri
ve tekrar dizilerini belirlemek icin SSR primerlerini (ArA03T, ArHO5T ve ArHOG6T)
kullanarak karsilastirma yapmuslardir. Hastalik gosteren nohut genotiplerini 1-9
skalasina gore degerlendirmislerdir. Patojenite testlerine dayanarak, izolatlar1 4
patotipe (Patotip-I, Patotip-Il, Patotip-11l ve Patotip-1V) ayirmislardir. Testlenen 10
tane tek spor izolatinin dort tanesi Patotip-1, dort tanesi Patotip-11, bir tanesi Patotip-
I, bir tanesi Patotip-1V olarak belirlenmistir. MAT analizleri sonucunda 3 izolat
Matl.2. iken kalan 7 izolat Matl.1. olarak saptanmistir. Sadece Patotip-1, Matl.2.
diger ii¢ patotip ise Matl.1l. profilini gostermistir. Nohutun yabani tiirleriyle de
Patotip-1V igin testlemeler yapilmis fakat bu tirlerin direng gosterdigini rapor

etmislerdir.

Wenhua Du vd. (2012), Dinya'da ve Avusturalya’da Ascochyta yanikligina
Ascochyta rabiei’nin neden oldugunu belirtmisler. Elde ettikleri 6 izolatin viriilenslik
derecelerini belirlemek i¢in 3 nohut c¢esidi  (Jimbour, Flipper ve Yorker)

kullanmiglardir. Her bir izolatin farkli viriilenslik derecesine sahip oldugunu
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saptamislar ve 4859 nolu izolatinin en siddetli izolat oldugunu belirlemislerdir.
Uluslararas1 gen bankasindan ve Avusturalya’daki nohut genotiplerinden Ascochyta
yanikligina dayanikli 5 farkli nohut ¢esidine, viriilensligi yiiksek olan izolatlardan
hazirlanan siispansiyonlar inokiile edilmistir. Nohut genotipleri arasinda yaprak
enfeksiyon orani, bitki Oliim orant ve hastalik gelisiminde Onemli farkliliklar

oldugunu rapor etmislerdir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu tez ¢alismasinda, kiiltiirii yapilan nohut (Cicer arietinum L.) tirlerinde gorilen
Ascochyta yanikligina neden olan Didymella rabiei ile infekte olmus bitki

materyalleri nohut tarlalarindan toplanmustir.

D. rabiei izolatlarina ait 6rneklemeler 2014 yilinda Haziran-Temmuz aylar1 arasinda
Ic Anadolu Bolgesine ait Ankara, Kayseri, Konya, Eskisehir, Yozgat, Kirikkale,
Kirsehir, Aksaray, Sivas ve Cankiri illerinden ve I¢ Anadolu Bélgesine ait nohut
1slah1 yapilan enstitii alanlarindan (Tarla Bitkileri Merkez Enstitisi (Ankara ) ve
Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii'nden (Eskisehir) elde edilmistir. Simptom
tasiyan bitki materyalleri bu tarlalardan tesadiifi olmak {izere, belirtilen illerden farkli
lokasyonlar1 kapsayacak sekilde gerekli olan kodlamalar (Lokasyon adi, GPS verileri
vb.) yapilarak degerlendirilmistir. Lokasyonlarda en az 10 dekar alan olacak sekilde
ve her lokasyon arasinda en az 5 km mesafe olacak sekilde tarlalarda gézlem
yapilarak Ornekler toplanmistir. Toplanan hastalikli bitki materyalleri Gaziantep
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiltesi, Biyoloji Bolimirne getirilmistir. Ascochyta

yaniklik simptomu tasiyan her bir bitki bir izolat kaynagi olarak degerlendirilmistir.

3.1.1. Fungus izolasyonunda Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Fungus kiiltiirlerinin hazirlanmasi, gelistirilmesi ve muhafazasi islemlerinde steril
kabin (Bilser, Ankara), otoklav (Hirayama HV-50L), hassas terazi (Dikomsan, KD-
TBC), mikrodalga firin (Argelik, Tiirkiye), inkiibator (Foc 225 IVelp Scientifica),
buzdolab1 (Profilo, Tiirkiye), 1s1k mikroskobu, fotograf makinas1 (Kodak EasyShare
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Z980 Dijital Kamera ), pens, steril 6zeler, bisturi, mezdr, beher, erlen, PDA (Merck),
PDB (Acumedia), antibiyotik (100 mg/L streptomisin sulfat) (Sigma), NaOCl ve
Tween 20 (0,5 ml/L) igin manyetik karistiric1 (Isot Almanya), Thoma lami (isolab),
Whatman kagidi (Sigma), gliserol (Sigma), NaCI (Sigma), drierit (Sigma), otoklav
(Hirayama HV-50L, Japonya), derin dondurucu (- 20°C) (Ugur, Tiirkiye) ve derin
dondurucu (-80°C) (Hettich Freezer, Almanya) kullanilmistir.

Molekdiler analizlerde, -20°C (Ugur, Turkiye) ve - 80°C (Hettich Freezer, Almanya)
derin dondurucu ve orbital ¢alkalayici (NUve), havan-havan eli, sivi azot, sogutmali
santrifiij (Hettich, Almanya), vorteks (Ika, Genius 3, Almanya), Tris Base (Sigma),
HCI (Sigma), NaCl (Sigma), SDS (Sigma), EDTA (Sigma), NaOH (Merck)
kloroform (Merck), izoamil alkol (Merck), Etanol (%70 ve %95) (Sigma), ddH20,
Glasiyel asetik asit (Sigma), DNA konsantrasyon cihazi (Nanodrop, Maestronano,
A.B.D), PCR cihaz1 (Proflex, A.B.D), agaroz (Bioshop), agoroz jel elektroforezi
(Cleaver, Ingiltere), jel goriintiileme cihazi (Vilber Lourmat, Fransa), 1,5 ml’lik, 2
ml’lik ependorf, 0,2 mI’lik PCR tiipleri (Ependorf, Almanya), 1000 ul’lik, 100 ul’lik
ve 10 pl’lik pipetér (Thermo) ve mikropipet uglar1 (Ependorf, Almanya), 10XTaq
PCR bafir (Thermo), 25 mM MgCl. (Thermo), Tag DNA Polimeraz (Thermo), dNTP
(100 mM, 25 pmol, dGTP, dATP, dCTP, dTTP) (Thermo), Primer (3’-5’), 6X
Loading dye (Thermo), Etidyum bromir ve 1 Kb DNA Ladder (Thermo, 0.5ug/ul,
50 ug) kullanilmastr.
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3.2. YONTEM

3.2.1 Arazi Calismalar:

Arazi ¢alismalari, 2014 yili Haziran-Temmuz aylar1 arasinda I¢ Anadolu Bolgesi’nde

yogun olarak nohut yetistiriciligi yapilan alanlarda gerceklestirilmistir. Her il igin

nohut ekimi yapilan alanlarin verileri 2013 yili ¢ift¢i kayit sisteminden (CKS) elde
edilmistir (Sekil 3.1).

KARADENIZ

Sekil 3.1. I¢ Anadolu Bélgesi’nde survey yapilan iller (yildiz ile isaretlenmistir)

Ornekleme yapilirken belirtilen kriter; 10 dekara kadar en az 2, 10-100 dekar olan
tarlalardan en az 5, 100 dekardan biiylik alanlarda ise en az 8 farkli drnekleme
yapilmigtir. Tarlalarda her oOrnekleme i¢in Im? alan {izerinde degerlendirme
yapilmustir (Sekil 3.2.). Survey yapilan tarlalarin D. rabiei ile infeksiyon durumlari
1-9 skalasina gore degerlendirilmistir. (Reddy ve Singh, 1984; Chen vd., 2004). Bu
skalaya gore; 1: Simptom gostermeyen saglikli bitki; 2: Kiigiik lezyon bulunduran
bitkiler; 3: Lezyonlar mevcut (bitkinin %10 boliimiinde), 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 boliminde), yapraklarda lezyon olusumu; 6: Bitki siirgiin uglarinda

geriye dogru sararmalar, gévdede kirilma; 7: Bitkide siddetli simptom olusumu
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(bitkinin %50 bolimiinde), 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 610 bitki. Her bir tarla igin
hastalik siddeti hesaplamalar1 skala degerleri {izerinden, asagida verilen Townsend-

Heuberger (1943) formiilii kullanilarak hesaplanmistir (Bora ve Karaca, 1970).

%Hastalik Siddeti= (Skala degeri x Bitki Sayisi) x100
Toplam Bitki Sayis1 x En Yiiksek Skala Degeri

Arazi c¢aligmalarinda Ascochyta yaniklik hastaligina ait izolasyonda kullanilacak
bitki materyalleri toplanmistir. Ayrica her tarla icin hastalik siddeti belirlenmis ve
buna ek olarak da m?’de bulunan yabanci ot sayis1, bitkideki nodiil sayis1, yaygin
yabanci otlar, kaydedilmistir (Sekil 3.2.). Ascochyta ile infekte olmus bitkilerin
kapsiil ve govde kisimlarindan ornekler alinarak zarflara koyulmustur. Zarflarin
uzerine lokasyonlar, rakim ve Ornegin alindigi tarih not alinarak belirtilmistir.
Ornekler zarflar igerisinde laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara getirilen bitki
orneklerinden miimkiin oldugunca kisa siire igerisinde patojen izolasyonlari

gerceklestirilmistir.

17



Sekil 3.2. Didymella rabiei karakterizasyonu (ok ile gdsterilmistir) A. Tarlada 1 m?
alanda yapilan hastalik siddeti ve yabanci ot yogunlugunu belirleme B. Bitkide
nodilasyon C. Kapsilde ve gdvdede meydana gelen D. rabiei simptomlari D.
Tarlada bulunan yabanci otlar

Ic Anadolu Bolgesi’nde gergeklestirilen arazi ¢alismalarinda; Eskisehir (13 tarla),
Konya (43 tarla), Kayseri (8 tarla), Sivas (12 tarla), Kirsehir (46 tarla), Ankara (25
tarla), Kirikkale (10 tarla), Yozgat (44 tarla), Aksaray (20 tarla) ve Cankir1 (5 tarla)
olmak Uzere toplam 10 ilde 226 tarlada survey yapilmistir. Yapilan survey ¢aligsmasi
sonucunda tarlalardan érnekler toplanmis ve hastalik siddeti oranlar1 belirlenmistir
(Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. i¢c Anadolu Bélgesi’nde yer alan Didymella rabiei ile infekte olan tarlalar
A. Ankara iline ait tarla B. Sivas iline ait tarla C. Aksaray iline ait tarla D. Kirsehir
iline ait tarla
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3.2.2 Didymella rabiei izolasyonu

Calisma materyali olarak kullanilacak D. rabiei izolatlar1 hastalik simptomlarini

gosteren kiltiir nohudundan (C. arietinum L.) izole edilmistir. Izolasyon sirasinda

bitkinin kapsiil ve govde kisimlarindaki hastaliklt bolgeyi icine alan kisimlar

kullanilmistir (Sekil 3.4.).

Sekil 3.4. Didymella rabiei ile infekte olmus tarla ve bitki kisimlarinda goriilen
simptomlar A. Didymella rabiei ile infekte olmus tarla, B. G6vde simptomlari, C.
Kapsul simptomlari, D. Yaprak simptomlari

Her bir bitki bir izolat kabul edilerek ve infekteli bolgeyi icine alacak sekilde 0.5-1
cm biiyiikliigiinde kiigiik parcalara boliinmiistiir. Kesilen bitki materyali ilk olarak
¢esme suyunda yikanarak iizerinde bulunan tozdan arindirilmistir. Sonraki agamada
ornekler yizey sterilizasyonu icin % 0.5-1" luk NaOCI c¢o6zeltisi icerisinde 3-4 dk
bekletilmistir.

20



Siire sonunda sterilant1 bitki 6rnegi iizerinden uzaklastirmak igin 2-3 kez sdH20 ile
yikama islemi uygulanmistir. Bu islemden sonra bitki parcalart nemi almak iizere
petri kaplarinda steril kurutma kagitlar1 arasina alinarak steril kabin igerisinde 1,5-2
saat kadar bekletilmistir. Kurutma islemi sonrasinda infekteli bitki pargalar1 4-5 adet
olacak sekilde antibiyotik igeren (Streptomisin siilfat) PDA (Patato Dekstroz Agar)
(Ek 1) ortami tizerinde 20°C, 12/12 saat aydinlik/karanlik kosullarda inkiibatorde 6-7

giin inkiibe edilmistir.

3.2.3 Didymella rabiei Tek Spor izolasyonu

Patojen karakterizasyonunun ve molekiiler ¢calismalarin 6nemi agisindan D.rabiei‘ye
ait saf kiiltiirlerden gelisen kolonilerin kullanilmasi gerekmektedir. Gelisme gosteren
D. rabiei kolonileri steril 6ze yardimiyla CSMDA (chickpea seed meal dextros agar)
(Ek 2) ortamina aktarilarak tek spor kiiltiirleri elde edilmistir (Sekil 3.5.). Tek
spordan gelisen kolonilerin mikroskop altinda gézlemlenerek D. rabiei’ye 0zgu spor
yapilar1 belirleyici kriter olarak kullanilarak morfolojik tayinleri yapilmistir

(Ozkiling, 2006).

3.2.4 Didymella rabiei Muhafazasi

Saf olarak gelistirilen tek spor kolonilerin uzun siire muhafazasi i¢in filtre kagitlart
(Whatman) ve gliserol stok (Ek 4) kullamlmistir. Gliserol stokta muhafaza
yonteminde; 750 pl gliserol igeren eppendorf tiiplerine gelistirilen saf kolonilerden
birka¢ par¢a alinarak-80°C’de saklanmigtir. Whatman kagitlarinda muhafaza
edilirken ise; PDA (Patato Dextros Agar) ortami iizerine yerlestirilen Whatman
kagid1 lizerinde gelisen hifler steril petri kaplarina alinarak kurumaya birakilmistir.

Kuruyan hifler steril zarflara alinarak -20°C’de saklanmustir.
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Sekil 3.5. D. rabiei’nin kiiltiir ortaminda gelisimi A. D.rabiei’nin koloni gelisimi B.
CSMA ortaminda tek koloni (ok ile gosterilmistir) gelisimi C. Uzun sure muhafaza
icin (gliserol stok ve whatman kagidi) gelistirilen tek spor koloniler

3.2.5 Patotip Belirleme Calismalari

Patotip-1 ve Patotip-I1 Standard izolatlar1 Dr. W. Chen (WSU, Pullman, ABD)’den
elde edilmistir. Patotip ¢alismalarinda kullanilacak patotip-l ve patotip-1l izolatlari
PDA ortaminda gelistirilerek uzun siireli muhafazaya (filtre kagitlarinda -20°C’de ve
gliserol stoklarda -80°C’de) almmistir. Patotipleme calismasinda I¢ Anadolu
Bolgesini temsil edecek (bolgedeki ekim yogunlugu, hastalik siddeti ve rakim
dikkate alinarak ) toplam 62 izolat kullanilmstir.

Patotipleme c¢alismalarinda kullanilacak izolatlarin spor siispansiyonlarinin elde
edilmesi icin izolatlar CSMDA (Chickpea Seed Meal Dextros Agar) ortaminda 20°C,
12/12 saat 1sik/karanlik kosullari saglanarak inkiibatérde 15-20 giin sire igerisinde
gelistirilmek icin inkiibe edilmistir (Trapero-Casas ve Kaiser, 1992). CSMDA
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(Chickpea Seed Meal Dextros Agar) ortaminda gelisim gelisen koloniler petri
kaplarina 20 ml sdH20 ilave edilip steril bistliri yardimiyla kazinarak
pikniosporlarin su igerisine gegmesi saglanmistir (Sekil 3.6). Spor suspansiyonu
siizilerek agar parcalari ve miseller uzaklastirnlmistir. Hazirlanan spor
stispansiyonlart Thoma lamu ile sayilarak spor konsantrasyonu 5x10° spor/ml olacak
sekilde hazirlanmistir (Trapero-Casas ve Kaiser, 1992; Chen vd., 2004; Tlrkkan ve
Dolar, 2007).

Sekil 3.6. Patotipleri belirleme c¢alismasi A. Patotipleme c¢alismasinda spor
suspansiyonu hazirlamak gelistirilen spor veren kiiltiir B. Farkli 5 nohut ¢esidi
(SARI, ILC482, ILC1929, ICC12004 ve ILC3279) uzerine spor puskurtulen bitkiler

Bu ¢alismada, D. rabiei mevcut mevcut patotipleri (Patotip-1, Patotip-1l ve Patotip-
[11) belirlemek amaciyla ILC482, ILC1929, ICC12004 ve ILC3279 gesitleri
kullanilmistir. (Udupa ve vd., 1998; Chen ve vd., 2004). Calismada SARI ¢esidi ise,
D. rabiei hasas ¢esit olarak patotip belirlemeye dahil edilmistir. Tohumlar ekilmeden
once ylzey sterilizasyonu icin 9%?2’lik sodyum hipoklorid soliisyonunda 3 dk
bekletilmistir. 14 cm capindaki saksilara Toprak:torfiperlit (1:1:1) karisimi igeren
toprak konulmustur. Her saksi icin 5-6 adet tohum ekimi yapilmistir. Cimlenme
sonucu her saksida 4-5 adet bitki olacak sekilde gelisim gostermeleri saglanmigtir.
Saksilar 20 + 2 °C’de, 12 saat 151k, 12 saat karanlik kosullarinda ve %80-90 nem
iceren klima odalarinda muhafaza edilmistir. Bitkiler ¢imlenmeyi takiben 2 hafta
sonra, belirtilen oranda (5x10° spor/ml) her izolat igin ayri ayri hazirlanan spor
siispansiyonlar1 ile inokiile edilmistir. Inokiilasyonlar spor siispansiyonlarinin

bulundugu el spreyi ile bitkinin gévdesi ve yapraklar1 tamamen 1slanincaya kadar
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(yaklasik 18 ml) piskiirtiilmiistiir. Kontrol bitkilerine ise sdH2O uygulanmistir. Her
izolat igin 5 gesit ve her ¢esit i¢in 3 saksi olmak Uzere toplamda bir izolat igin 15
saks1 kullamlmustir. Inokiilasyon sonrasinda nem kaybimi &nlemek igin naylon
ortiilerle 24 saat kapatilmis ve bu siire tamamlandiktan sonra naylon Ortiiler
kaldirilmus, bitkiler gerekli goriildiikge sulanmistir (Singh ve vd., 1981; Chen ve vd.,
2004; Tirkkan ve Dolar, 2007).
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Sekil 3.7. Didymella rabiei patotipleme ¢alismasi A. Patotipleme de kullanilacak
nohut cesitlerinin tohum ekimi amaci ile saks1 hazirligi B. Inokulasyon amaci ile
gelistirilmis olan bitkiler C. Bitkilere belirlenen izolatlardan spor suspansiyonunun
verilmesi D. Nem kaybini 6nlemek i¢in bitkilerin naylon ortii ile kapatilmasi

Cesit reaksiyonlar1 dogrultusunda 1-4 skoru dayanikli, 5-9 skoru ise hassas olarak
degerlendirilmis (Benzohra ve vd., 2011), skorlamalar her 3 glnde bir olmak
kaydiyla alinmis ve 21 giin boyunca devam edilmistir. Hastalik Siddeti indeksi
[Disease Severity Index (DSI)], DSI= [ £(RxN)]x100/HxT, R= Hastalik orani, N=Bu
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oran igindeki bitki sayisi, H= En yiiksek hastalik orani, T= Her tekrardaki bitki

sayisi, formiilii ile hesaplanmustir.

22

Sekil 3.8. Patotipleme c¢alismasinda kullanilan 1-9 skala degerleri 1. Simptom
gostermeyen saglikli bitki; 2. Kuguk lezyon bulunduran bitkiler; 3. Lezyonlar mevcut
(bitkinin %10 bdliimiinde), 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 boliminde),
yapraklarda lezyon olusumu; 6. Bitki siirgin uglarinda geriye dogru sararmalar,
govdede kirilma; 7. Bitkide siddetli simptom olusumu (bitkinin %50 boéliimiinde),
olim 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 igermeyen 6lii bitki
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Tablo 3.1. Patotiplerin belirlenmesi amaci ile kullanilan g¢esitler ve reaksiyonlari
(Udupa vd., 1998; Chen vd., 2004; Tirkkan ve Dolar, 2009; imtiaz vd., 2011).

Cesitler Diisiik Patotip-1 | Patotip-11 | Patotip-111 | Patotip-1V
Virulens
ILC 1929 D H H H H
ILC 482 D D H H H
ILC 3279 D D D H H
ICC 12004 D D D D H
SARI D D D D H

H: Hassas , D: Dayanikli

ILC 1929, ILC 482, ILC 3279, ICC 12004 ve SARI standart nohut g¢esitleri
kullanilarak tamaminin dayanikli oldugu izolatlar, Diisiik Viriilens olarak

tanimlanmaistir.

ILC 1929, ILC 482, ILC 3279, ICC 12004 ve SARI standart nohut g¢esitleri
kullanilarak sadece ILC 1929 ¢esidinin hassas; diger cesitlerin ise dayanikli oldugu

gorulen izolatlar Patotip-I olarak tanimlanmustir.

ILC 1929 ve ILC 482 cesitleri hassas; ILC 3279, ICC 12004 ve SARI ¢esitlerinin ise

dayanikli oldugu goriilen izolatlar Patotip-1l olarak tanimlanmustir.

ILC 1929, ILC 482 ve ILC 3279, cesitleri hassas; ICC 12004 ve SARI ¢esitlerinin

ise dayanikli oldugu goriilen izolatlar Patotip-I11 olarak tanimlanmustir.

ILC 1929, ILC 482, ILC 3279, ICC 12004 ve SARI uluslararas: standart nohut
cesitleri kullanilarak tamaminin hassas oldugu izolatlar ise Patotip-IV olarak

tanimlanmistir (Tablo 3.1).

Ic Anadolu Bélgesi’'nde calismaya dahil olan 10 ilden (Kayseri, Konya, Yozgat,
Kirikkale, Eskisehir, Ankara, Sivas, Cankiri, Aksaray, Kirsehir) 43 izolat ve Tarla
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Bitkileri Merkez Enstitlisi (Ankara Enstitiitii) ve Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma
Enstitiisii (Eskigehir Enstitli) alanlarindan ise 19 izolat patotipleme analizlerinde

kullanilmuastir.

3.2.6 Kochs' Postiilatinin Uygulanmasi

D. rabiei izolatlarinin patotiplerin belirlenmesi i¢in ¢alismanin dogrulanmasi
amaciyla Koch postulati uygulanmistir. Buna gore patotipleme caligmasi sonucu
gelisen lezyonlu kisimlar tekrar PDA ortamina ekilerek, lezyonlu kisimlarin D.

rabiei tarafindan meydana getirilmis olup/olmadig1 testlenmistir.

3.2.7 istatistik Analizleri

Elde edilen MAT analizleri sonucunda degerlendirme yapilabilmesi i¢in Ki-Kare
Testi yapilmigtir. Tarla gozlemlerinden elde edilen hastalik siddeti belirlemeleri igin
p < 0,01 ve p < 0,05 degerleri géz 6niine alinarak ise ANOVA Testi ve p < 0,05
degerine bakilarak Duncan ¢oklu karsilastirma testi uygulanarak sonuclar

degerlendirilmistir.

3.2.8 Didymella rabiei Izolatlarinda Esey Tipi Belirleme Analizleri

Didymella rabiei tiirlerinde esey tiplerini belirlemek amaciyla Matl.1 ve Matl.2
bolgeleri (izerinde calisma yapilmistir. Ornekleme yapilan alanlardan eslesme
tiplerinin varligi1 veya yoklugunu belirlemek amaciyla bu analizler yapilmistir
(Barve vd., 2003). Bu bolgeler PCR ile ¢ogaltilmis ve elektroforez isleminden sonra
esey tipi dagilimlari belirlenmistir. Calismalarda I¢ Anadolu Bélgesi'nden izole
edilen 189 adet D. rabiei izolati, Matl.1 / Matl.2 dagiliminin saptanmasi amaci ile

kullanilmistir.
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3.2.8.1 DNA izolasyonu

Ic Anadolu Bolgesi’nde toplamda 210 adet D. rabiei izolatinda DNA izolasyonu
yapilmistir. Bu izolatlar, sivi PDB (patato dextrose broth) (Ek 3) besiyeri
kullanilarak horizontal calkalayici lizerinde, 18-22 °C, 60 rpm’de, 4-6 gun sure ile
karanlik kosullarda kiiltiire alinmistir. Siire sonunda gelisimi gozlenen D. rabiei
hifleri, steril H2O ile ortam kalintilarindan arindirilmis ve aliminyum folyolara
sarilarak sivi azot igerisinde dondurulmustur (Sekil 3.9). Dondurulan hifler porselen
havan igerisinde s1vi azot eklenerek toz haline gelinceye kadar ezme islemi yapilmus,
2 ml’lik eppendorf tiplere 101-150 mg olacak sekilde alinmis ve DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir.

DNA izolasyonu icin modifiye CTAB metodu kullanilmistir (Lichtenzveig vd.,
2002). Bu amagla siv1 azot icerisinde ezilmis dokulara CTAB Buffer (Ek 5) ilave
edilerek, 60°C’ de 30 dakika benmaride bekletilmistir. Daha sonra 24:1 oraninda
kloroform: izoamil alkol eklenerek oda sicakliginda 60 rpm’de horizontal
calkalayicida 10 dakika inklbasyonu takiben 15 °C’de 5000 rpm’de 20 dakika

santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda supernatant 1,5 ml’lik yeni bir eppendorf
tiipiine almmus ve Uzerine 0.8 V isopropanol eklenerek buz lizerinde 15 dakika

bekletilmistir. Siire sonunda tlpler 15°C “‘de 5000 rpm’de 20 dakika santriftj edilmis,
isopropanol eppendorf tlp icerisinden dikkatlice dokilerek kalan pellet kismi %
70’lik ethanol ile yitkanmistir. Ethanolii uzaklastirmak icin DNA igeren tlpler 1 saat,
oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Son olarak DNA 1XTE Buffer (Ek 6)
icerisinde ¢Ozulerek PCR analizlerinde kullanincaya kadar -20°C ' de muhafaza
edilmistir. Elde edilen genomik DNA konsantrasyonlar1 Nanodrop cihazi
kullanilarak 6lgiilmiis ve PCR analizleri igcin DNA konsantrasyonu 100 ng/pl olarak

ayarlanmigtir.
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Sekil 3.9. Didymella rabiei DNA izolasyonu g¢alismasi A. DNA izolasyonunda
kullanilacak D. rabiei’ye ait siv1 ortamda (PDB) gelistirilen hifler B. Sivi ortamda
gelistirilen hiflerin steril su ile yikama islemi

3.2.8.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizleri

Bu tez calismasinda I¢ Anadolu Bolgesi’nde dagilim gosteren D. rabiei izolatlarinin

eslesme tipi (Mating Type) analizleri yapilmistir.

Eslesme tipi analizleri igin D. rabiei izolatlarinda kullanilan primerler ve primer
dizilimleri Tablo 3.2’de verilmistir. Matl.1 i¢in yaklasik 700 bg¢ ve Matl.2 igin
yaklasik 400 bg biiytikliigiindeki PCR Urlnleri degerlendirilmistir (Barve vd., 2003).
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Tablo 3.2. Didymella rabiei’de eslesme tipi analizlerinde kullanilan spesifik primer
dizilimleri (Barve vd., 2003)

Bolge Primer Adi Primer Dizisi
Mat1.1 SP21 5’-ACAGTGAGCCTGCACAGTTC-3’
comM1 5’- GCATGCCATATCGCCAGT-3’
Mat1.2 TAIL5 5’-CGCTATTTTATCCAAGACACACC-3
comM1 5’- GCATGCCATATCGCCAGT-3’

D. rabiei icin uygulanan PZR protokolli Freeman vd. (1992)’e gdre modifiye
edilmistir. Fungal DNA amplifikayonu i¢in fungustan elde edilen 1ul DNA, 20 pl
reaksiyon hacmine tamamlanmistir. Reaksiyon karigimi 1xXPZR buffer, MgCl> (30
mM), dNTP (2 mM), Primer-Com1 (10 mM), Primer-Tail 5 (10 mM), Primer-Sp21
(10 mM), Tag DNA Polymeraz (1.0 U) ve dH20' den olusmaktadir. PZR reaksiyon
kosullari, 94 °C’de 3 dk denatiirasyonu takiben, 45 déngii olmak (izere 94 °C’de 30 s,
60°C’ de 45s, 72 °C ’ de 10 s olacak sekilde programlanmustir.

3.2.8.3 Agaroz Jel Elektroforezi

PZR Urlnlerinin analizi igin %1,5 oraninda hazirlanan agaroz jel (Ek 7), 50XTAE
(Ek 8) den seyreltilerek hazirlanan 1XTAE (Tris, Asetik asit, EDTA) sollisyonunda
eritilerek hazirlanmigtir. Agaroz jel igerisinde DNA’nin UV 1sik altinda

goruntilenebilmesi icin jel i¢erisine etidium bromiir (0.5 pg/ml) eklenmistir.

Bu cozelti 50-55 °C’ye kadar soguduktan sonra jel tankina dokiilmiistiir. Jel
polimerize olduktan sonra taraklar c¢ikartilmis ve 1XTAE tamponu iceren
elektroforez tankina alinmistir. Jelin ilk kuyucuguna markir (1 Kb) diger kuyucuklara
ise, boyanmig PZR iirlinleri yiiklenmistir. Elektroforez islemi %1,5 agaroz jelde, 100

V/cm’de 1,5 saat siire ile uygulanmustir.
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3.2.8.4 Bantlarin Goriintiillenmesi

Agaroz jel elektroforez islemi tamamlandiktan sonra olusan bantlar, bant sayisi ve
blytikligl dikkate alinarak UV transimiillator, bilgisayarli jel dokiimantasyon ve
goruntileme sisteminde goriintiilenerek fotograf alinmistir. Jeldeki bant biiytikliikleri

dikkate alinarak MAT (Eslesme Tipi) analizleri tespiti yapilmistir.
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Arazi Cahismalan

Arazi c¢aligmalari kapsaminda I¢ Anadolu Bélgesi'nde Haziran-Temmuz 2014
tarihleri arasinda ekimi yapilan nohut tarlalarinda tespit edilen Ascochyta yanikligi
hastalik etmeni olan Didymella rabiei (Kovachevski) vonArx [anamorph:Ascochyta
rabiei(Passerini) Labrousse]’nin hastalik siddeti, m?’de bulunan yabanci ot
yogunlugu ve bitkideki ortalama nodiil sayis1 degerleri Sekil 4.1’de ve I¢ Anadolu
Bolgesi’'nde survey yapilan tarla sayist ve tarla buydklikleri ise Tablo 4.1°de

verilmistir.
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35 -+

318 W Hastalik Siddeti (%) M Yabanci Ot Yogunlugu (m?) = Nodul Sayisi

30 ~ 28,15

Sekil 4.1. I¢ Anadolu Bélgesi’nde survey yapilan 2014 Haziran- Temmuz aylari arasi
tarla verilerine gore elde edilen hastalik siddeti (%), m?deki yabanci ot yogunlugu ve
nodiil sayis1 oranlari

33



Tablo 4.1. i¢ Anadolu Bélgesi’nde survey yapilan iller, tarla sayis1 ve tarla biiyiikleri

Survey yapilan iller Tarla sayisi Tarla biiyiikliigii (da)

Konya 43 879
Ankara 25 520
Yozgat 44 518
Sivas 12 185
Kayseri 8 78
Eskisehir 13 860
Kirikkale 10 305
Aksaray 20 293
Cankir 5 413
Kirsehir 46 630
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Tablo 4.2. i¢ Anadolu Bélgesi’nde Didymela rabiei hastalik siddetinin, rakim,
yabanci ot yogunlugu (m?) ve ortalama nodiil sayis1 korelasyon analiz sonuglari

Bitkideki
Hastahk Yabanci ot | ortalama
siddeti Rakim | yogunlugu nodul
(%) (m) (m?) sayisl
Hastalhik Pearson
Siddeti (%) Correlation
Sig. (2-tailed)
N 230
Rakim (m) Pearson' - 193~
Correlation
Sig. (2-tailed) ,003
N 229 229
Yalv)ana f)t Pearson _ -123 110
Yogunlugu Correlation
(m?'de) Sig. (2-tailed) ,064 ,099
N 228 227 228
No.du.l Pearson_ 161" 069 - 038
(Bitki )Sayis1  Correlation
Sig. (2-tailed) ,015 ,298 567
N 229 228 227 229

Tablo 4.2 ‘de verilmis olan korelasyon analizleri sonucuna gore, hastalik siddeti ile

rakim arasinda anlamli (ve negatif) iliski saptanmistir (r= -0,193; p<,001). Bu

anlamda hastalik siddetinin deniz seviyesine yaklasildikca arttigir goriilmekte olup,

deniz seviyesinden yiikseklere cikildik¢a hastalik siddetinin azaldigi gortilmiistiir.

Yabanci ot yogunlugu ile hastalik siddeti arasinda 6nemli bir iliski saptanmamastir.

Nodiil sayisi ile hastalik siddeti arasinda anlamli (ve negatif) iliski beirlenmistir (r= -

0,161; p<,005). Bu sonuca bagli olarak, hastalik siddeti arttikca nodiil sayisinda

azalma oldugu belrtilebilir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen istatistik analiz verileri

sonucuna gore, I¢ Anadolu Bélgesi’ne ait farkli lokasyonlardan elde edilen veriler

degerlendirilerek hastalik siddeti, rakim ve nodiil sayisin1 6nemli derecede etkilerken

yabanci ot yogunlugunda anlamli bir iligki ortaya koymamaktadir.
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Tablo 4.3. I¢ Anadolu Bolgesi’nde Didymella rabiei’nin nohut ekim alanlarma gore
hastalik siddetinin (%) dagilimi

iller Tarla sayisi Ortalama+ Std. Hata
Ankara 26 28,15 + 28,33
Cankiri 5 0,40 £ 0,55
Eskisehir 13 31,09 £ 26,94
Kayseri 8 6,50 + 7,95
Kirsehir 46 20,52 + 21,79
Konya 43 10,77 + 16,75
Sivas 12 7,33 £ 6,57
Yozgat 44 25,48 + 17,89
Aksaray 23 10,83 + 14,29
Kirikkale 10 2,30+ 2,16
TOPLAM 230 17,73 +20,76

Tablo 4.3.’de gosterildigi gibi hastalik siddeti (%) en yiiksek Eskisehir ilinde (% 31,
09), en diisiik ise Cankiri ilinde (% 0,4) tespit edilmistir.
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Tablo 4.4. i¢ Anadolu Bélgesi Didymella rabiei’nin hastalik siddeti degerleri

gruplandirmalari
Survey
Survey Yapilan Subset for alpha = 0.05
Yapilan Tarla
iller Sayisi 1 2 3 4
Cankirt 5 0.40d
Kirikkale 10 230d
Kayseri 8 6,50 dc 6,50 dc
Sivas 12 7,33 dc 7,33 dc
Konya 43 10,77 dcb | 10,77dcb | 10,77 dcb
Aksaray 23 10,83 dcb | 10,83 dcb | 10,83 dcb
Kirgehir 46 20,52 cba | 20,52cba | 20,52 cba
Yozgat 44 25,48 ba 25,48 ba
Ankara 26 28,15a
Eskisehir 13 31,08 a
Sig. 223 ,091 ,069 196

Tablo 4.4. incelendiginde Duncan analizine goére, Eskisehir ve Ankara illerinde
hastalik siddeti en yiiksek degerde olup a grubunda yer almislardir. Buna gore,
hastalik siddetleri sirastyla % 31,07 ve % 28,15 olarak saptanmastir.

Hastalik siddeti en diisiik, Cankir1 ve Kirikkale illerinde belirlenmis olup bu iller d
grubunda yer almislardir, hastalik siddetleri sirasiyla % 0,40 ve %2,15 olarak tespit

edilmistir.

Kayseri ve Sivas illerinde ise hastalik siddetlerine bakildiginda dc grubunda yer

almiglardir. Hastalik siddetleri sirasiyla % 6,50 ve % 7,33 olarak saptanmuistir.

Konya ve Aksaray illerinde goriilen hastalik siddeti dcb grubunda yer alarak hastalik
siddetleri sirastyla % 10,77 ve % 10,83 olarak belirlenmistir.
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Kirsehir ilinde elde edilen hastalik siddeti cba grubunda yer alarak, hastalik siddeti
ise % 20,52 olarak goriilmiistiir.

Yozgat ilinde belirtilen hastalik siddeti ba grubunda goriilerek, hastalik siddeti ise
%25,48 olarak tespit edilmistir.

4.2. Didymella rabiei izolasyonlari

Survey calismalart sonucunda nohut tarlalarindan toplanan Ascochyta yanikligi
simptomu gosteren bitkilerden yapilan izolasyonlar sonucunda farkli koloni

morfolojisine sahip izolatlar elde edilmistir.

Sekil 4.2. Didymella rabiei izolatlarinin koloni morfolojisi A. PDA ortamindaki
koloni gelisimi; B. CSMDA ortamindaki koloni gelisimi

D. rabiei izolatlar1 beyaz, koyu yesil, gri ve kahverengiye yakin renklerde koloni
gelisimi gdstermistir. izolatlarn gelisimi a¢isindan kiyaslama yapildiginda CSMDA

ortaminda PDA ortamina gore daha hizli gelisim ve konidi olusumu saptanmistir. D.
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rabiei’in konidi yapisinin seffaf, oval ve bolmesiz sekilde oldugu gozlenmistir. D.

rabiei’ye ait hif ve konidi yapilar1 Sekil 4.3’de verilmistir.

Sekil 4.3. Didymella rabiei’nin 151k mikroskobundaki spor yapilarinin goriintiileri A.
x40 ‘da hif (ok ile gosterilmistir) ve spor yapist B. x100°de spor yapilar (ok ile
gosterilmistir)

Ic Anadolu Bélgesi’nden toplam 271 adet D. rabiei izolati elde edilmistir. Bu
izolatlardan 22 tanesi Aksaray ilinden, 24 tanesi Ankara ilinden, 23 tanesi Cankir
ilinden, 22 tanesi Eskisehir ilinden, 21 tanesi Kayseri ilinden, 21 tanesi Kirikkale
ilinden, 25 tanesi Kirsehir ilinden, 24 tanesi Konya ilinden, 23 tanesi Sivas ilinden,
22 tanesi Yozgat ilinden, 23 tanesi Tarla Bitkileri Merkez Enstitisi (Ankara), 21
tanesi ise Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstiti Alanindan (Eskisehir) elde

edilmistir. izolatlar -80 ve -20 °C’de uzun siireli muhafaza altina alinmistir.

4.3. Patotip Belirleme Calismalari

Patotipleme calismasinda kullanilan izolatlar i¢ Anadolu Bolgesi’ni temsil edecek

sekilde (bolgedeki ekim yogunlugu, hastalik siddeti ve rakim dikkate alinarak)
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belirlenmistir. Tarla Bitkileri Merkez Enstitisi (Ankara) alanindan (9) ve Gegit
Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitii Alanindan (Eskisehir) (10) izolat tablo 4.5 de
verilmistir. Konya (5), Kirsehir (5), Kayseri (4), Yozgat (5), izolatlar1 tablo 4.6’da
belirtiilmistir. Eskisehir (4), Kirikkale (3), Cankir1 (2), Aksaray (5), Sivas (3),
Ankara (7) izolat tablo 4.7°de gosterilmistir. Buna bagl olarak ¢alismaya toplamda
62 izolat dahil edilmistir.

Sekil 4.4. Ic Anadolu Bolgesi’ne ait izolatlarla yapilan patotipleri belirleme
caligmasindan genel goriiniis

40



Tablo 4.5. Tarla Bitkileri Merkez Enstitisi (Ankara Enstititi) ve Gegit Kusagi
Tarimsal Arastirma Enstitiisii (Eskisehir Enstitii) alanlarindan elde edilen Didymella
rabiei izolatlarinda patotipleme sonuglar1 (H: Hassas, D: Dayanikli)

iL IZOLATNO  SARI  ILC1929 1LC482 1CC12004 ILC3279 PATOTIP
ANKARA 06 ENS19/14 H H H H H PATOTIP-IV
ENSTIiTU o
06 ENS 14/14  H D D D D DUSUK-V
06 ENS02/14 H D D D D DUSUK-V
06 ENS11/14 H H H H H PATOTIP-IV
06 ENS15/14 H H H H H PATOTIP-IV
06 ENS08/14 D D D D D DUSUK-V
06 ENS07/14 H D D D D DUSUK-V
06 ENS05/14  H D D D D DUSUK- V
06 ENS23/14 H H H D D PATOTIP-1I
ESKiS‘EI.-.IiR 26ESK504/13 H H H D D PATOTIP-11
ENSTITU .
26ESK501/13  H H D D D PATOTIP-|
26ESK103/13  H H H H H PATOTIP-IV
26ESK202/13  H D D D D DUSUK- V
26ESK403/13  H H D D D PATOTIP-
26ESK304/13  H D D D D DUSUK- V
26ESK204/13  H D D D D DUSUK -V
26ESK402/13  H H H D D PATOTIP-1I
26ESK301/13  H H H D D PATOTIP-1I
26ESK303/13  H H H D D PATOTIP-1I
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ISIARS JRIOZI
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Sekil 4.5. I¢ Anadolu Bélgesi’nde bulunan Tarla Bitkileri Merkez Enstitiisii (Ankara
Enstititi) ve Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii (Eskisehir Enstitii)
Alanlarindan elde edilen Didymella rabiei izolatlarindan belirlenen patotip
¢aligsmasinin sonucu

Ankara Enstitlisiinden patotip g¢alismalar1 sonucunda, 3 adet Patotip-1V, 1 adet
Patotip-1, 5 adet Diisiik Viriilent elde edilmistir.

Eskisehir Enstitiiden Patotip ¢aligmalarinda toplam 10 adet izolat kullanilmistir. Bu
izolatlardan 1 adet izolat Patotip-1V, 3 adet izolat Diisiik virlilent, 4 adet izolat
Patotip-11 ve 2 adet izolat Patotip-1 olarak belirlenmistir.
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Tablo 4.6. Konya, Kayseri, Kirsehir ve Yozgat illerinden elde edilen Didymella
rabiei izolatlarinda patotipleme sonuglar1 (H: Hassas, D: Dayanikl1)

iL iZOLAT NO SARI  1LC1929 ILC482  1CC12004  1LC3279 PATOTIP
KONYA 42BYS08/14 H H H H H PATOTIP-IV
42 KDN 02/14 H H H H H PATOTIP-IV
42 MRK 02/14  H H H D H PATOTIP-11I
421LG03/14 H H H H H PATOTIP-IV
42BYS05/14 H H H H H PATOTIP-IV
KAYSERI 38GLB02/14 H H H H H PATOTIP-1IV
38 KVK08/14 H H H H H PATOTIP-IV
38 KVK06/14 H H H D H PATOTIP-11I
38GLB03/14 H H H D H PATOTIP-11I
KIRSEHIR  40CKD01/14 H H H H H PATOTIP-IV
40 KMN 08/14 H H H D H PATOTIP-11I
40 MRK 02/14  H H H H H PATOTIP-IV
40 KMN 05/14 H H H H H PATOTIP-IV
40 KMN 11/14 H H H D H PATOTIP-11I
YOZGAT 66 MRK 03/14 H H D D D PATOTIP-I
66 SRG 02/14  H H H H H PATOTIP-IV
66 SRG04/14 D D D D D DUSUK -V
66 AKK 01/14 H H D D D PATOTIP-|
66 SRY 04/14  H H H D H PATOTIP-11I
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Tablo 4.7. Eskisehir, Cankir1, Ankara, Kirikkale, Aksaray, Sivas illerinden elde
edilen Didymella rabiei izolatlarinda patotipleme sonuglart (H: Hassas, D:
Dayanikli)

iL iZOLAT NO SARI 1LC1929  1LC482 ICC12004  ILC3279 PATOTIP
ESKIiSEHIR 26 SVH 18/14 H H D D D PATOTIP-1
26 SVH 11/14 H H H D H PATOTIP-111
26 SGZ 04/14 H H H D D PATOTIP-1I
26 SGZ 02/14 H H D D D PATOTIP-1
CANKIRI 18 MRK11/14 H H D D D PATOTIP-1
18 MRK 08/14 H H H D H PATOTIP-11I
ANKARA 06 BYP 02/14 H H H D H PATOTIP-111
06 BYP 03/14 H H H D H PATOTIP-11I
06 AYS 01/14 H H H D H PATOTIP-11I
06 AYS 05/14 H D D D D DUSUK V
06 BL 01/14 H H H D D PATOTIP-1I
06 MRK 02/14 H H D D D PATOTIP-1
06 GLB 03/14 H H H H H PATOTIP-IV
KIRIKKALE 71 CLB 02/14 H H D D D PATOTIP-1
71 CLB 04/14 H H D D D PATOTIP-I
71MRK05/14 H H D D D PATOTIP-1
AKSARAY 68 BCT 04/14 D D D D D DUSUK V
68 MRK 05/14 D D D D D DUSUK V
68 IHV 02/14 H H D D D PATOTIP-1
68CMHO03/14 H H D D D PATOTIP-1
68 YLM 02/14 H H D D D PATOTIP-1
Sivas 58 GRN 20/14 H H D D D PATOTIP-1
58 GRN 07/14 H H D D D PATOTIP-1
58 GRN 14/14 D D D D D DUSUK V
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Sekil 4.6. I¢ Anadolu Bolgesi’ne ait Didymella rabiei izolatlarindan elde edilen illere
gore patotiplerin belirlendigi calisma sonucu

Sekil 4.6’da I¢ Anadolu Bolgesine ait izolatlarla elde edilmis olan patotip
sonuglarindan hastalik siddetinin en yiikksek gorildiigii ilin Konya oldugu
gorilmektedir. Hastalik siddetinin ise en diisiik oldugu ilin Aksaray oldugu
gorilmektedir. Patotip-1, Patotip-1l, Patotip-Ill, Patotip-IV ve disiik virtlensin
hepsinin goriildiigi il ise yapilan ¢alisma sonucunda Ankara oldugu belirlenmistir.

Sadece Patotip-I’in goriildiigi il Kirikkale’dir.

4.4. Eslesme Tipi Analizleri

D. rabiei’nin esey tipini belirlemek igin, PZR analizleri yapilmigtir. Bu amagla,
reaksiyon tirlinleri izolatlarin toplandig1 bolgeler dikkate alinarak degerlendirilmistir.
Matl.1 igin 700 b¢ ve Matl.2 i¢in 500 bg biiylikliige sahip bantlari belirlemek igin,
Markir olarak 1kb DNA kullanilmistir. Elde edilen izolatlardan eslesme tipi
dagilimlar1 molekiiler yontemlerle belirlenerek, i¢ Anadolu Bolgesi'ndeki eslesme

tipi agisindan degerlendirilmis ve Ki-Kare testi yapilmistir. i¢ Anadolu Bolgesi’nden
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toplam 189 izolattan MAT sonuglart elde edilmistir. Lokasyonlara gore elde edilen

sonuclar Tablo 4.8’da verilmistir.

Tablo 4.8. I¢c Anadolu Bélgesi Didymella rabiei izolatlarin lokasyonlari, eslesme

tipi (Mating Type-MAT) oranlari, y* degerleri

iL LOKASYON Matl.l Matl.2 TOPLAM MI1/M2 y?
Konya Ilgin,Beysehir,Karapinar,Cumra 10 7 17 10/7 0,52
Kayseri  Giilbayir 6 5 11 6/5 0,09
Kirsehir  Cigekdagi,Merkez,Kaman 3 12 15 3/12 5,40
Ankara Merkez,Bala,G6lbasi,Beypazari, Ayas 9 10 19 9/10 0,05
Kirikkale  Keskin,Merkez,Celebi 4 9 13 4/9 1,92
Cankir1 Merkez 11 5 16 11/5 2,25
Aksaray  lhlara,Bozcatepe,Yalman 3 10 13 3/10 3,76
Eskisehir  Sivrihisar,Seyitgazi 2 16 18 2/16 10,88
Yozgat Merkez,Saraykent,Sorgun,Asagikarakaya 5 13 18 5/13 3,55
Sivas Gdiriin 2 11 13 2/11 6,23
Ankara Tarla Bit. Merkez Arastirma Enstitiisii 5 12 17 5/12 2,88
Eskisehir  Gegit Kusag1 Arastirma Enstitusi 8 11 19 8/11 0,47
TOPLAM 68 121 189 41/62 14,86

Tablo 4.8. de belirtildigi gibi ; i¢ Anadolu Bdlgesi’ne ait, 10 il ve 2 enstitii alanindan

eslesme tipi analizleri sonucunda elde edilen toplam 189 izolattan M1/M2 oram

68/121 olarak belirlenmis ve bu oranin 1/1 oranina uymadigi belirlenmistir. Genel
sonu¢ olarak, %35,98 Matl.1 ve % 64,02 Mat1.2 tespit edilmistir.

Ic Anadolu Bolgesi’ne ait illerin dahil oldugu nohut ekim alanlarindan elde elden

izolatlarin viriilesliklerini belirlemek igin patotip ¢alismasinda kullanilan izolatlarin

MAT analizleri sonuglar1 Sekil 4.7. de verilmistir.
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Sekil 4.7. Ic Anadolu Bolgesi’ne ait illerden elde edilen patotip calismasinda
kullanilan izolatlarin Mat analizi sonuglar1

M M2M2 M2 M2 M2 M2 ML M2MLMLM2ZML M2 M2 M2 MLML N M

700 be

500 b

Ml 2 3 4 5 6 7 & 9% 10111213 1415 16 17 14 M

Sekil 4.8. Eslesme tipi (Mating Type-MAT ) spesifik PZR analizi sonucu olusan
bantlarin agaroz jel elektroforez goriintiisii; M: Marker 1 kb DNA markir, N: Negatif
kontrol, M1: Matl.1 (700 bg), M2: Matl.2 (500 bcg), 1-2, Ankara izolatlari; 3-5,
Yozgat izolatlar; 6-10, Sivas izolatlari; 11-14, Konya izolatlari; 15-17 Aksaray
izolatlar
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BOLUM 5

TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda, I¢ Anadolu Bolgesi’nde kiiltiirii yapilan nohutta (Cicer
arietinum) Ascochyta yaniklik hastaligina neden olan Didymella rabiei’nin hastalik

siddeti, esey tipi dagilim1 ve patotip belirlemeleri iizerinde arastirmalar yapilmistir.

Ulkemizde Ascochyta yaniklign nohut ekim alanlarinda ciddi sorunlara neden olan
fungal bir hastalik olmasi nedeniyle tiim diinyada patojenle miicadele edip bu sorunu
engellemek i¢in dayanikli gesitler kullanilmasi tavsiye edilmektedir (Singh and
Reddy 1984). Ulkemizde de bircok bolgede bu dayanikli gesitlerin gelistirildigi ve
1slah ¢aligmalarmin yapildig: enstitii alanlar1 bulunmaktadir. Bu tez kapsaminda da I¢
Anadolu Bolgesi’ni temsil eden 10 ilden ve Tarla Bitkileri Merkez Enstitlsu
(Ankara) alan1 ve Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitlisii alanindan (Eskischir)

elde edilen drnekler de dahil edilerek ¢alismalar yapilmistir.

Yapilan arazi galismalart sonucunda, kiiltiiri yapilan nohutta meydana gelen
Ascochyta yanikligi, bitkinin govde, kapsiil ve yapraklarin biiyiikk kisminda
gozlemlenmistir. 10 ilden toplam 226 tarladan survey yapilmis ve 271 izolat elde
edilmistir. Elde edilen izolatlar kullanilarak I¢ Anadolu Bolgesi’ni temsil edecek

sayidaki 6rneklerin patotiplerini belirleme ve esey tipi analizleri yapilmstir.

Didymella rabiei’nin neden oldugu nohut bitkilerinde yaprak ve kapsiillerde
meydana gelen nekrotik lezyonlar oval, kahverengi ve i¢ ice gecmis konstrantik
halkalar seklinde olup lezyonlar iizerinde siyah piknidyalar bulunmaktadir. Govdede
ise olusan nekrotik lezyonlar eliptik ve kahverengi sekilde gozlenmektedir (Nene ve
Reddy, 1987; Akem, 1999).

2014 yilinda Haziran-Temmuz aylar1 arasinda yapilan I¢ Anadolu Bélgesi’ndeki

arazi c¢alismalarinda nohut yetistiriciligi yapilan alanlarda yaygin olarak
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govdede eliptik kahverengi lezyonlar, kapsul ve yapraklarda ise konsantrik halkalar
seklinde kahverengi lezyonlar gdzlemlenmistir. Bu tez kapsaminda I¢ Anadolu
Bolgesi’nde yapilan survey calismasi sonucunda hastalik siddeti (%) en yiiksek
Eskisehir ilinde (% 31, 09), en diisiikk ise Cankir1 ilinde (% 0,4) tespit edilmistir.
Nodiil sayisi1 ise en fazla Kayseri ilinde en az ise Eskigehir’de goriilmiistiir. Yabanci

ot yogunlugunun (m?) en fazla oldugu yer Cankiri en az oldugu yer ise Aksaray’dur.

Ascochyta yanikligi nohut ekim alanlarinda ciddi derecede verim kayiplaria ve
ekonomik zarara neden olmaktadir (Nene ve Reddy, 1987; Akem, 1999). D.
rabiei’nin etmeni oldugu Ascochyta yanikligi sonucunda gelisen simptomlar bitkinin
govdesinde kirilmalara ve kurumalara neden olurken yapraklarda kurumalara,
kapstlde ise tohumu infekte etmek sireti ile hastaligin bitkinin toprak stii tim
bolgesini etkiledigi gozlemlenmistir. Hastaligin yayilmasinda inokiiliim kaynagi
olarak, topraktaki hastalikli bitki kalintilar1, yabani konukgular ve infekteli tohum
etkili olmaktadir. Etmen nohut ekim alanlarinda ocak seklinde yaniklik olusturarak
bitkinin tamamen 6lumune kadar sebep olmakta ve yagmur damlalari ile tiim tarlaya
yayilabilmektedir. Ascochyta yanikligindan etkilenen iilkelerde Urtn kalite ve
miktarinda diisiis meydana gelmektedir ( Tivoli, 2007). Ascochyta yanikligina neden
olan hastalik etmeni iilkemizdeki nohut ekim alanlarini etkilerken, i¢ Anadolu
Bolgesi’nde de oldukga ciddi iiriin kayiplarina neden olmaktadir. Hastalik gelisimi ve
yaygimhgr ozellikle iklim kosullariyla yakindan ilgilidir. Hastaligin salgin yaptigi
donem kapali, yagish ve nemin yiiksek oldugu zamanlarda O©nemli artig

gostermektedir (Tturkkan, 2008).

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda I¢ Anadolu Bélgesi’nde yapilan arazi ¢alismalarinda
ise, Ascochyta yanikligina neden olan fungus gelisimini engellemek icin 6zellikle
nohut ekim zamanlarinin Mart ve Nisan aylarinda yapildig1 tespit edilmistir. Bitki
genellikle fide doneminde Ascochyta yanikligina dayanikli iken ¢iceklenme
donemine yakin donemde ise hastalik daha da artmaktadir. Bunun sebebi ise, bitki
ciceklenme doneminde biitiin giiciinii ¢icek vermeye harcadigi i¢in direng yoniinden
hassas diismekte ve bu donemde hastaliga yakalanma ve hastaliktan etkilenme

riskide daha yiiksek olmaktadir (Tivoli, 2007).

Hastalik siddeti yillar arasinda da farklilik gosterebilir ¢iinkii hastalik iklim

faktorlerine ve inokllim miktarlarina bagli olarak ciddi iriin kayiplarina neden
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olabilir. Epidemiyolojik faktorlere ilave olarak, bitkinin Ascochyta yanikligindan
etkilenmesi ekimi yapilan nohut ¢esidine bagl olarak da degisiklik gdstermektedir.
Baz1 ¢esitler dayanikli g¢esitler olurken bazi gesitler ise hassas g¢esit olmaktadir.
Dolayisiyla dayanikli ¢esitler hastaliktan daha az etkilenirken hassas c¢esitler
hastaliktan ciddi derecede etkilenmektedir. I¢ Anadolu Bélgesi’nde farkli nohut
cesidi ekimi yapilmaktadir. Yapilan arazi ¢aligmalarinda ¢iftcilerden bilgi alinarak
elde edilen kayitlara gore I¢ Anadolu Bolgesi'nde Azkan, Ispanyol, Er, Gokge,
Akcin, ve Cagatay nohut cesitleri kullanilmaktadir. Fakat genel olarak bdlgede
Ispanyol ve Gokge nohut cesitlerinin bolge kosullarina daha uygun oldugu igin diger
cesitlere gore ekiminin daha fazla yapildigi tespit edilmistir.

Ascochyta yanikligina neden olan fungusun iki gelisim donemi vardir. Bunlar
fungusun anamorf (eseysiz) ve telemorf (eseyli) donemleridir. Hastaligin siddeti
fungusun gelisim dongiisiine bagli olarak da degismektedir. Nohut alanlarinda
telemorf doneminin bulunmasi hastaligin yayilmasina, genetik c¢esitliligin artmasina
ve patojenin de artis gdstermesine neden olmaktadir (Armstrong, 2001). i¢ Anadolu
Bolgesinde 45 adet Ascochyta rabiei izolat1 5-6 haftalik inkiibasyon siirecine aldiktan
sonra Kayseri ve Sivas hari¢ diger tiim illerde her iki her iki eslesme tipininde
bulundugunu belirtmisglerdir. Kullanilan izolatlarin biiyiik bir kisminda Matl.1 (%
57.8) igerisinde yer alir iken % 42.2° si ise Matl.2 grubu i¢inde yer aldigim
sOylemisleridir (Bayraktar vd., 2006).

Ic Anadolu Bolgesi’nden elde edilen izolatlarla yapilan eslesme tipi (MAT) analizleri
sonucunda 189 izolat degerlendirilmistir. MAT analizleri yapilan izolatlardan elde
edilen sonuclar1 degerlendirdigimizde ise Kirsehir, Ankara, Kirikkale, Aksaray,
Eskisehir, Yozgat ve Sivas lokasyonlarina ait populasyonlarda Matl.2; Konya,
Kayseri ve Cankir1 lokasyonlarina ait populasyonlarda ise Matl.1 esey tiplerinin
yaygin olmasi lokasyonlar arasinda eseysel iireme sikliginda farkliliklar olabilecegini
gostermektedir. Bu durum da her lokasyon icindeki D. rabiei populasyonlarinda
genetik cesitlilikte fark olusturabilecegi sonucuna gotiirmektedir. Sonug olarak; Ig
Anadolu Bolgesi’ne ait, 10 il ve 2 enstitii alanindan Matl.1 ve Matl.2 spesifik
primerleri kullanilarak elde edilen eslesme tipi analizleri sonucunda toplam 189
izolattan M1/M2 orani1 68/121 olarak belirlenmis ve bu oranin 1/1 oranina uymadigi
goriilmiistiir. Genel sonug ise; %3598 Matl.l ve % 64,02 Matl.2 olarak

belirlenmigtir. D. rabiei’ye ait MAT lokusunun varligi ilerleyen zamanlarda eseyli
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tiremenin devam edecegini ve genetik cesitliligin korunacaginin bir gostergesi
oldugunu ortaya koymaktadir. Bu durum populasyon i¢inde ve populasyonlar

arasinda genetik cesitlilige sebep olacaktir.

Nohut ekim alanlarinda D. rabiei’nin viriilenslik agisindan farklilik gdsteren
patotiplerinin belirlenmesi 6nemlidir. Tirkiye’de nohut yetistirilen bes farkli
bolgeden (Akdeniz, Ege, Giiney Dogu Anadolu, I¢ Anadolu ve Karadeniz) temin
edilen 64 D. rabiei izolatinin patotip ayrimlari uluslararasi standart test cesitleri
(ILC1929, 1LC482 ve ILC 3279) kullanilarak 3 patotip igerisinde gruplandirmistir.
Bu izolatlarin 38 (%59.4)’inin Patotip-I’e, 3 (% 4.7)’Unlin Patotip-1I"ye ve 23
(%35.9)’ Unin Patotip-11I’ e ait oldugunu saptanmistir. Patotip-1 ve Patotip-I1II
Akdeniz, Ege, Giiney Dogu Anadolu, i¢ Anadolu ve Karadeniz olmak iizere
Turkiye’nin 5 boélgesinde de belirlenmistir. Ancak Patotip-11 Akdeniz ve Karadeniz
bolgelerinde tespit edilememistir (Tirkkan, 2008). Bu tez ¢alismasi kapsaminda, I¢
Anadolu Bolgesi’nin farkli lokasyonlarindan elde edilen 62 izolat kullanilarak
patotipleri belirleme ¢alismalar1 yapilmistir. izolatlardan elde edilen sonuglara gore;
Patotip-1 % 27.4, Patotip-1l % 9.6, Patotip-111 % 17.7, Patotip-1V % 24.1, disiik
viriilens ise %20.9 degerleri elde edilmistir. Patotip sonucglarindan hastalik siddetinin
en yiiksek goriildiigi ilin Konya oldugu tespit edilmistir. Hastalik siddetinin ise en
diisiik oldugu ilin Aksaray oldugu goriilmektedir. Patotip-I, Patotip-11, Patotip-IlI,
Patotip-1V ve diisiik viriilens gruplarinin hepsinin goriildigii il ise yapilan ¢aligma
sonucunda, Ankara oldugu belirlenmistir. Sadece Patotip-I’in gortldiigi il
Kirikkale’dir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda saptanan Patotip- 1V Ulkemiz icin ilk
kayittir (Can vd., 2015). Patotip-IV {in goriildigi tarlalarda hastaligin nohut
bitkilerinde ciddi hasara neden oldugu ve tarlada 6nemli derecede verim kaybina

neden oldugu gorilmiistiir.

51



BOLUM 6
ONERILER

Ascochyta yanikligi etmeni Didymella rabiei nohut yetistiriciliginde ciddi boyutta
irtin ve kalite kaybina neden olmaktadir. Hastalik etmeni, konukgu bitkinin tim
toprak Ustlii kisimlarinda (govde, kapsil ve yapraklarinda) nekrotik lezyon ve
kurumalar seklinde simptom gelisimi olusturmaktadir. iklim kosullar1 epidemi igin
uygun oldugu zamanda nohut ekim alanlarinin neredeyse tamaminda {irlin kayiplar
meydana gelmektedir. Bu tez calismasi kapsaminda, i¢c Anadolu Bélgesi nohut
yetistiriciligi yapilan alanlarinda dagilim gosteren D. rabiei'nin populasyon
karakterizasyonu lizerinde arastirmalar yapilmistir. Elde edilmis olan bulgular nohut

1slah1 caligmalarina 1s1k tutacak niteliktedir.

1. Ascochyta yaniklig1 hastalik siddetinin Eskisehir ilinde en yiliksek, Cankiri ilinde
en diisiik oldugu saptanmistir. Eskisehir ilinde dayanikli ve tescilli nohut ¢esitlerinin

ekimi onerilmektedir.

2. Yabancit ot yogunlugu ve hastalik sliddeti arasinda anlamli bir korelasyon
belirlenmemistir. Bununla birlikte yaygin yabanci otlar ile miicadele yapilarak

hastalik etmeninin inokulum seviyesi diisiiriilebilir.

3. i¢ Anadolu Bolgesi'nde D. rabiei'nin farkli patotip gruplarini bulundurdugu
belirlenmistir. Ayrica Patotip-1V ilk kez bu calisma kapsaminda rapor edilmistir. Bu
durum 1slah ¢alismalart igerisine Patotip-IV  grubunun dahil edilmesini

gerektirmektedir.

4. D. rabiei'nin her iki esey tipinin de I¢ anadolu Bélgesi nohut yetistiriciligi yapilan
alanlarinda dagilim gosterdigi belirlenmistir. Etmenin genetik yapisinda cesitlilige

neden olabilecek olan bu durum, 1slah ¢alismalarinda dikkate alinmalidir.
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EKLER

EK1:
PDA (Patates Dekstroz Agar) (qr/lt)):

Patato Dekstroz Agar 39 gr.

Agar 12 gr.
dH20 1000 ml
Ortam 121°C'de 15dk. otoklavlanir.

EK2:
CSMDA (Chickpea Seed Meal Dextros Agar) (qr/lt)):

Nohut Unu 20 gr.
Agar 20 gr.
Glukoz 20 gr.
dH20 1000 ml
Ortam 121°C'de 15dk. otoklavlanir.

EK 3:
PDB ( Patato Dekstrose Broth) (gr/lt):

Patato Dekstrose Broth | 24 gr.
dH20 1000 ml
Ortam 121°C'de 15dk. otoklavlanir.
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EK4:
Gliserol Stok (100 ml):

Gliserol (% 20) 20 ml
dH20 (%80) 80 ml
NaCl (0,25) 0,25g.

121°C'de 15dk. otoklavlanir.

EK5:
CTAB Buffer (60 ml)

6 ml 1 M Tris-HCI (pH: 8)
16.8 ml 5 M NaCl

2,4ml 0,5 M EDTA (pH: 8)
12 ml % 10 CTAB

22,8 ml ddH20

EKG6:
IXTE(1L)

10 ml IM Tris-HCI
2ml0,5MEDTA

988 ml ddH20 ( RO su)

EK 7:
Agaroz Jel ( %1.5'luk 300 ml)

Ticari toz agaroz 4549
IXTAE 300ml
Etidium Bromid 60 ul
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EK 8:
50X TAE (1000 ml)

Kimyasal Miktar

Tris base 242 gr

Glasiyel Asetik 57.1 ml/gr

Asit

0.5M EDTA 100 ml

ddH20 (RO su) 1000 ml hacime
tamamlanir,otoklavlanir.

1XTAE, 20 ml 50 X TAE stok sollisyonundan alinarak otoklavlanmis ROsu (ddH20)
ile 1000 ml hacime tamamlanarak hazirlanmistir.
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