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ABSTRACT 

GENETĠC CHARACTERĠZATĠON AND PATOJENĠTE OF DİDYMELLA 

RABİEİ ĠN MARMARA REGĠON 

BULĞAK, Sinem 

M.Sc. in Biology 

Supervisor: Prof. Dr. Canan CAN 

December 2016,  

51 pages 

 

Chickpea (Cicer arietunumL) is grown in many countries in terms of being rich in 

protein. Abiotic and biotic stress factors affect chickpeas and cause significant yield 

losses. The main factor is Didymella rabiei which can cause crop losses of up to 

100%. The aims of this study were to identify Ascochyta blight disease severity of 

the Marmara region and to define the mating types and pathotypes of the D. rabiei 

isolates. The highest disease severities were determined in the Tekirdağ and 

Çanakklae provinces. A total of 87 isolates were obtained and mating types of 55 

isolates were determined. According to mating-type studies, 23 isolates were MAT1-

1, 32 of them were MAT1-2. The ratio of MAT1-1/ MAT1-2 was not equal to 

Mendel's 1/1 distrubution. Pathogenic characterization of 27 D. rabiei isolates which 

obtained from 5 different city in Marmara region were determined and the isolates 

exhibited low virulence. It is concluded that the application of integrated disease 

menagement against Ascochyta blight is necessary in the Marmara region of Turkey. 

 

 

 

Key Words: Didymella rabiei, chickpea, patotype, mating type, Marmara Region 

 

 



 

 

ÖZET 

MARMARA BÖLGESĠ’ NDE NOHUTTA YANIKLIK HASTALIĞINA 

NEDEN OLAN DİDYMELLA RABİEİ’ NĠN GENETĠK 

KARAKTERĠZASYONU VE PATOJENĠSĠTE ANALĠZLERĠ  

BULĞAK, Sinem 

Yüksek Lisans, Biyoloji Bölümü 

Tez Yöneticisi : Prof. Dr. Canan CAN  

Aralık 2016, 

 51 sayfa 

 

Nohut (Cicer arietunum L.) dünyanın pek çok ülkesinde yetiĢtiriciliği yapılan protein 

bakımından oldukça zengin baklagil bitkisidir. Nohut veriminde ve kalitesinde ciddi 

kayıplara yol açan bir çok abiyotik ve biyotik stres faktörleri bulunmaktadır. Bu 

faktörlerden en önemlisi Didymella rabiei‟ dir ve nohutta %100‟e varan ürün 

kayıplarına neden olmaktadır. Bu çalıĢmada, Marmara Bölgesi‟nde hastalık 

Ģiddetinin belirlenmesi, D. rabiei izolatlarında eĢleĢme tipi ve patotip 

karakterizasyonunun tespit edilmesi amaçlanmıĢtır. En yüksek hastalık Ģiddeti 

Tekirdağ ve Çanakkale illerinde saptanmıĢtır. Alınan 87 izolatın 55 tanesinin eĢleĢme 

tipi dağılımı belirlenmiĢtir. EĢleĢme tiplerine göre izolatların 23 tanesi MAT1-1, 32 

tanesi MAT 1-2 olarak tespit edilmiĢtir. Elde edilen sonuçlara göre eĢleĢme tipleri 

Mendel‟ in 1:1 oranına göre sapma gösterdiği belirlenmiĢtir. 

 Marmara Bölgesi‟ nin 5 farklı ilinden elde edilen 27 Didymella rabiei izolatlarının 

patojenik karakterizasyonu 5 farklı nohut çeĢitlerinden (ILC482, ILC1929, 

ICC12004, ICC3279, SARI) oluĢan bir set ile belirlenmiĢtir. ÇalıĢmada kullanılan 

izlolatlar düĢük virülenslik göstermiĢtir. Marmara Bölgesi'nde Ascochyta yanıklığına 

karĢı entegre kontrol sistemlerinin uygulanması gerekmektedir. 

 

 

 

Anahtar Kelimeler: Didymella rabiei, nohut, patotip, eĢleĢme tipi, Marmara Bölgesi  
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BÖLÜM 1 

GĠRĠġ 

Ülkemizde tarımsal faaliyetler ekonomik açıdan önemli bir paya sahiptir. Bitkisel 

ürünlerden biri olan nohut (Cicer arientinum L.) temel besin kaynaklarımızdan 

biridir. Ülkemiz sınırları içerisinde toplam ekimi alanı 423.557 ha, üretimi 506.000 

ton, verimi ise yılda 116 kg/dekar olarak rapor edilmiĢtir (FAO, 2014). 

Nohut tüketim ve üretim açısından değerlendirildiğinde yemeklik tane baklagiller 

içerisinde mercimek ve fasulyeden sonra en fazla tarımı yapılan üründür (FAO, 

2014). Akdeniz, Güneydoğu Asya, Kuzey Amerika ve Kuzeydoğu Afrika baĢta 

olmak üzere dünyanın pek çok yerinde yetiĢtirilebilen nohut, 0-5600 m arasındaki 

tarımsal bölgelerde bulunabilmektedir (Kün, 2005) 

C. arietinum, 2n=16 kromozomlu, tek yıllık baklagiller içerisinde yer alır. Köklerinin 

toprağın derinliklerine inebilme özelliği, gövde ve yaprakların tüylerle kaplı olması, 

epidermisinin mum tabakası ile örtülü olması, nohudun kurak alanlarda yetiĢebilme 

toleransını arttırmaktadır (Singh ve Saxena, 1999). Nohut türlerinin genel vejetasyon 

süresi 60-90 gündür (Singh, 1997). Nohut danelerinin yetiĢebilmesi için optimum 

sıcaklık 10-15 
0
C‟dir. Nohut -10 

0
C sıcaklık Ģartlarına tolerans gösterebilmektedir 

(Ellis vd., 1986). Yemeklik baklagiller arasında tuzluluğa en çok dayanıklı olan 

bitkidir (Ġnal, 2002). 

Köklerindeki Rhizobium spp. bakterileriyle havanın serbest azotu bağlaması, 

yetiĢtiriciliğinin kolay olması, toprak türü bakımından seçici olmaması, ekim 

nöbetinde çiftçiler tarafından en çok tercih edilen bitki olmasını sağlamıĢtır (Cleyet 

ve Marelve, 1990). 

Biyotik ve abiyotik stres faktörleri, nohut üretiminde ve veriminde önemli rol 

oynamaktadır (Singh vd., 1994). Bunların en önemlisi biyotik stres faktörlerinden 

biri Ascochyta yanıklık etmeni Didiymella rabiei (anamorf: Ascochyta 



2 

rabiei (Passerini) Labrousse)‟dir. Bununla birlikte abiyotik stres faktörlerinden 

sıcaklık ve kuraklık gibi etmenler nohut üretiminde verim kaybına neden olmaktadır. 

Marmara Bölgesi‟nde ekimi yapılan alanlar ve üretilen ton EK1‟ de gösterilmiĢtir.  

D. rabiei, haploid hetorotallik bir fungus olup, dünyada 34 ülkede rapor edilmiĢtir 

(Pande vd., 2005; Gloria vd., 2012). Ġlk olarak Bulgaristan‟da kıĢlamıĢ nohut artıkları 

üzerinde bulunmuĢtur (Trapero-Casas vd., 1996). Türkiye de 2000‟li yıllarda 

kuraklık, bilinçsiz sulama ve Ascochyta yanıklığı gibi etmenlerden dolayı baklagil 

tarımında daralma olmuĢtur. Nohutun son beĢ yılda ülkemizdeki üretim kaybı 

yaklaĢık 11.946 Hg/ha olmuĢtur ( FAO,2014). 

 

ġekil 1.1. 2004-2014 Türkiye nohut üretim kaybı (FAO, 2014) 

Dünya çapında nohut birçok ülkede temel besin kaynakları içerisinde yer almaktadır. 

D. rabiei nohut üretiminde ciddi verim kayıplarına neden olmaktadır. Bu yüzden pek 

çok ülkede ekim alanı daralmaktadır. FAO 2014 verilerine göre en fazla nohut 

üretimi yapılan ülkeler gösterilmektedir (ġekil 1.2). 
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ġekil 1.2.  Nohut üretiminin en fazla yapıldığı ülkeler (FAO 2014) 

Dünya nohut üretimine bakıldığında, Ortadoğu Bölgesi ile Asya kıtasının güneybatı 

bölgelerinde daha fazla yoğunlaĢtığı görülmektedir. FAO verilerine göre, 2014 

yılında dünyada 14.239.010 hektar alanda nohut üretimi yapılmıĢ olup, 9.620.00 

hg/ha hektar alanda verim kaybı yaĢanmıĢtır. Üretilen miktarın yaklaĢık % 80-85‟ini 

Hindistan, Avustralya, Pakistan ve Türkiye karĢılamaktadır. Hindistan 9.880.000 

milyon tonluk üretimiyle Dünya‟da en fazla nohut üreten ülke konumundadır. 

Ülkemiz 450.000.00 ton olan üretim ile daha önceki üretim sıralamasının gerisine 

düĢtüğü görülmektedir. 2014 yılı FAO verilerine göre, Hindistan‟ı 817.200.00 ton ile 

Avustralya izlemektedir (FAO 2014). 

1.1.Nohudun (Cicer spp.) Orijin Bölgesi ve Kültürü  

Baklagillerin tarımı yaklaĢık 10.000 yıl öncesine dayanmaktadır (Lev-Yadun vd, 

2000). Nohudun (Cicer spp.) orijin bölgesi ve kültüre alınma yeri yapılan çalıĢmalar 

sonucunda ülkemizin Güneydoğu Anadolu Bölgesi ve Suriye‟nin kuzey kesimleri 

olarak belirtilmiĢtir (Maesen,1972; Ladizinsky, 1975; Adler, 1976).  

Cicer türlerinden biri olan C. arientinum'un kültüre alınması çok eskilere 

dayanmaktadır. Hindistan'ın kuzeyi, Afganistan, Tacikistan ve Pakistan'ı kapsayan; 

Orta Asya Gen Merkezi ve Anadolu, Kafkasya, Ġran ve Türkmenistan'ı içine alan; 

Yakın Doğu Gen Merkezi olmak üzere iki gen merkezi bulunmaktadır (Vavilov, 
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1951). Yakın doğu‟da bulunan arkeolojik kazılarda Cicer spp‟nin Tunç devrinde 

yetiĢtirilmeye baĢlandığı tahmin edilmektedir. Nohut 9.500 yıl öncesinde Ġran ile 

Türkiye‟de kültüre alınmıĢtır. Hindistan‟ da ise ilk olarak 4.000 yıl öncesinde kültüre 

alınmaya baĢlanmıĢ olup, Hindistan‟dan Akdeniz Bölgesi‟ ne yayılmıĢtır. 1792‟de 

Hintliler tarafından Atlantik Okyanusu‟ndan geçirilerek Rus ülkelerine tanıtılmıĢ ve 

ekimi yapılmıĢtır. Güneydoğu Anadolu Bölgesi ve Suriye‟nin kuzey kesimi nohutun 

(C. arientinum) farklılaĢım bölgesidir. Kültüre alınan C. arietinum‟un iki yabani tür 

olan C. echinospermumveC. reticulatum‟un hibridi sonucunda farklılaĢım gösterdiği 

rapor edilmiĢtir (Ladizinsky, 1976). 

Dünyada tarımı yapılan nohut çeĢitleri, tane iriliğine, Ģekline ve rengine göre 2 ana 

grup altında toplanmıĢlardır. Bunlar, “Desi” tipi ve “Kabuli” tipi nohut çeĢitleridir. 

Desi, Hint dilinde lokal-yerel anlamına gelmektedir. Bu tip nohut çeĢitleri, genellikle 

kısa boylu olup (15- 60 cm arasında), yapraklarını oluĢturan yaprakçıklar küçüktür. 

Saplarında ve çiçeklerinde genellikle antosiyanin oluĢur. Çiçek renkleri çok 

değiĢiklik gösterebilir. Beyaz, pembe, mor veya mavi çiçeklere rastlamak 

mümkündür. Baklaların içerisinde genellikle 2 adet tane oluĢturur. Taneleri çok 

küçük, düzensiz Ģekillerde olup, 1000 tane ağırlıkları 100-300 g arasında değiĢebilir. 

Aynı Ģekilde, tane renkleri de çok çeĢitlilik gösterir. Genellikle, taneleri sarı, 

kahverengi, siyah veya yeĢilimsi renkte olabilir. Tohum kabukları kalındır. Dünya 

üretiminin yaklaĢık % 80‟i bu tip nohutlardır, yarı kurak tropik bölgelere uyum 

sağlamıĢ ve Hindistan, Etiyopya, Avustralya, Afganistan ve Ġran gibi ülkelerde çok 

yaygın olarak ekilmektedir ve soğuğa kabuli tipindekilere oranla daha 

dayanıklıdırlar. Kabuli tipindeki veya diğer bir tanımlamayla Ġspanyol tipi nohut 3 / 7 

çeĢitleri, biraz daha uzun boylu (1 m‟ ye kadar boylanabilir) olup, yaprakçıkları daha 

büyüktür. Bitkinin çiçek rengi beyazdır. Antosiyanin oluĢumu gözlenmez. Baklalar 

içerisinde çoğunlukla tek tane oluĢur. Taneleri çok iri, genellikle düzgün, koç baĢı 

Ģeklinde olup, beyaz veya açık-krem rengindedir. Tohum kabukları incedir. 1000 

tane ağırlıkları ortalama 400-600 g arasında değiĢebilir. Bu tip nohut çeĢitleri, daha 

çok ılıman bölgelere adapte olmuĢlardır ve soğuğa dayanıklı değildirler. Her ne 

kadar, her iki gruptaki nohut çeĢitleri belirli bir çerçeveye oturtulmuĢ ise de, her bir 

grup içerisinde, gerek bitki boyu ve gerekse tane iriliği (1000 TA), tane Ģekli ve tane 

rengi açısından her zaman bir varyasyon gözlenebilir ( Babağolu ,2003). 
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1.2. Ġnsan Beslenmesindeki Yeri ve Önemi 

Nohut, insan ve hayvan beslenmesinde önemli bir yere sahip olup protein zengin 

element içeriği, nohutu daha cazip hale getirmektedir. Kuru taneleri yüksek oranda 

protein (%25,3-28,9) ve karbonhidrat (%38-59) içermelerinin yanı sıra %0,3 fosfor, 

%0,2 kalsiyum gibi mineraller içermektedir. %0,3 lif, A ve B gibi vitaminlerce 

zenginliği insan beslenmesinde önemli bir yer almasını sağlamaktadır (Duke, 1981; 

Poel, 1994). Nohut tohumları, beyazdan siyaha kadar yirmi çeĢit rengi ihtiva 

edebilmektedir (Ergün vd., 2002). Bu çeĢitlerden genellikle açık renkli olanlar 

yemeklik, koyu renkli olanları ise hayvan yemi olarak kullanılmaktadır. Yemeklik 

baklagiller, eski dönemlerde (5000 yıl öncesinde) Akdeniz kavimleri, 

Mezopotamyalılar, Mısırlılar, Macarlar, Truvalılar ve Ġngilizler tarafından besin 

öğesi olarak kullanılmıĢtır. Baklagiller, çiftçiler tarafından yakın zamana kadar antik 

besin olarak anılmıĢ olsalarda da, geliĢmekte olan ülkelerde modern beslenmede yer 

alan ekmek, pirinç, et gibi yiyeceklerin yerini almaktadırlar. Bunun nedeni ise 

günümüz hastalığı olan obezite ve kanser gibi riskli hastalıkların önüne geçilmek 

istenmesi, sağlıklı yaĢam ve doğal beslenme yollarına gidilmek istenmesidir. Son 

yıllarda Batı Avrupa ülkelerinde ise baklagillere karĢı talep artmıĢtır. Bunun 

sebebinin baklagillerin besin değerinin anlaĢılması olarak ifade edilmektedir  (Devos, 

1988; Erkut, 2005). Sağlıklı yaĢam ve doğal ürünlerin kullanımı son yıllarda daha 

çok önem kazanmıĢtır. Bu yüzden de hastalıklardan korunma adına, tıbbi değerlere 

sahip olan, tahıllar günlük diyetlere katılmaktadır. Nohut, hem baklagiller içinde 

ülkemizde en çok yetiĢtirilen ürün olarak hem de besin değeri olarak ön planda yer 

alır (TUĠK, 2013). Nohudun yüksek oranda protein, yüksek oranda lisinin esansiyel 

amino asit içermesi, nohut tüketiminde etkin besin kaynağı olmasını sağlamaktadır. 

Nohudun yağ değerinin düĢük olması, kalp damar hastalıklarını önlemede faydalı bir 

seçenek haline getirir (Devos, 1988). 

1.3. Nohutta Görülen Hastalıklar  

Dünyada nohut üretimi yapılan ülkelerde çok sayıda fırsatçı bitki patojeni 

bildirilmiĢtir. Bu bitki patojenleri viral, bakteriyel ve fungal etmenlerden 

kaynaklanmaktadır (Muehlbauer ve Tulu, 1997). Kuraklık, tuzluluk gibi abiyotik ve 

biyotik kaynaklı hastalık etmenleri nohutta önemli verim kayıpları oluĢturmaktadır 

(Nene ve Haware 1980; Nene ve Haware, 1981; Singh vd., 1989; Singh ve Saxena, 
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1993; Johansen, 1994). Fungal patojen kaynaklı elliden fazla etmen bildirilmiĢ olup, 

nohutta fungal patojen olan en önemli etmen kaynağı, Didymella rabiei‟dir (Singh 

vd., 1989). 

Diğer fungal kaynaklı hastalık etmenleri ise Fusarium oxysporum schlecled, Fr.f.sp 

ciceris, Alternaria sp., Ascochyta pisi, Uromyces ciceris arientini, Botrytis cinera, 

Leviellula taurica, Pythium debaryanum, P. ultimum, Rhizoctonia bataticola, R. 

solani,  Sclerotina sclerotiorum, Verticulum alba-atrum‟dur. Hastalık oluĢturan virüs 

etmenleri ise, yonca mozaik virüsü, nohut mozaik virüsü, nohut filiform virüsü‟dür  

(Duke, 1981; Smithson vd., 1985; Kaiser, 1990; Emdan vd., 1994). Bakteri kaynaklı 

olanlar ise Xanthomonas campestris pv. Dye ve Pseudomanas andropogonis‟dir. 

1.4. Ascochyta Yanıklığı 

Didymella rabiei (anamorf: Ascochyta rabieie)‟nin neden olduğu Ascochyta 

yanıklığı, dünyanın birçok nohut ekim alanlarında üretim kaybına, verimin olumsuz 

yönde etkilenmesine neden olmaktadır (Nene ve Reddy, 1987; Kaiser ve 

Muchlbouer, 1989; ICARDA, 1996; Akem, 1999; Khan vd.; 1999; Kaiser vd., 2000; 

Changa vd., 2003). Hastalık, ürünün kalitesinin düĢmesine, miktarının azalmasına ve 

daha ucuza satılmasına, konukçu bitkinin tüm toprak üstü yapılarında leke ve 

kurumalara neden olmaktadır (ġekil 1.2.). KoĢullar epidemi için uygun olduğunda,  

%100 „e varan ürün kayıplarının meydana geldiği rapor edilmiĢtir (Reddy ve Sign, 

1990). Hastalık Avusturalya (Acklanda vd., 1998, Knights ve Siddique, 2002), 

Kanada (Chango ve Gassen, 2001), Latin Amerika  (Kaiser vd., 2000), Güney 

Avrupa  (Cassas ve Diaz, 1986), Amerika (Kaiser ve Muehlbauer, 1989) ve Kuzey 

Asya (Aken vd., 2000) gibi pek çok ülkede ekonomik kayıplara neden olmaktadır. 
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ġekil 1.3. Nohutta Didymella rabiei semptomları. A. kapsül, B. gövde, C. yaprak 
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Nekrotik fungal fitopatojen olan ve toprak üstü organlara zarar veren D. rabiei, 

Ascomycota takımında yer alır (Nene ve Reddy, 1987). Bitkinin toprak üstü 

aksamında (sap, yaprak ve tohum kapsülleri) lekeler ve kurumalara sebep olur. Sap 

ve dalları kuĢatan açık kahveden siyahımsı renge kadar değiĢen lekeler meydana 

getirmektedir (ġekil 1.2). YeĢil kapsüller üzerinde lezyonlar genellikle koyu kenarlı, 

yuvarlak ve konsantrik halkalarla çevrilmiĢ piknitlere sahiptir. Piknitler toplu iğne 

baĢı büyüklüğünde siyah lekecikler halinde bulunmaktadır. Yaprak üzerinde 

lezyonlar, yuvarlak kahverengi lekeler Ģeklindedir. Bu lekeler, kahverengimsi kırmızı 

bir kenar ile çevrilidir. Hastalık pseudotesyalardan salınan askosporların hava ve 

rüzgar ile yayılımı ile çoğalma gösterir (ġekil 1.3). Hastalığın eĢeysel fazda olması 

daha fazla çoğalmasına ve farklı patotip çeĢitlerinin meydana gelmesine neden olur 

(Phan vd., 2003). Genellikle yazlık ekimin yapılması hastalıktan kaçmak için bir 

çözüm yolu olarak görülmüĢ olsa da kıĢlık ekim, verimi %30 daha fazla 

artırmaktadır. Bunun için kullanılan nohut çeĢidinin dayanıklı olması gerekmektedir 

(Açıkgöz,1987;ġehriali,1988).

 

ġekil 1.4. Didymella rabiei‟nin yaĢam döngüsü ( Kanouni vd.,2010). 
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D. rabiei, eĢeyli ve eĢeysiz dönem olarak iki farklı yaĢam döngüsüne sahiptir. 

EĢeysiz dönem hastalığın yayılması, eĢeyli dönem ise farklı ırkların meydana 

gelmesi açısından önem teĢkil etmektedir. EĢeyli dönemde peritesyum oluĢmakta ve 

bu yapı her biri sekiz adet askosporlara sahip askusları meydana getirmektedir 

(Haware, 1987). EĢeysiz dönemde ise fungus, konukçu bitkinin gövde, tohum ve dal 

kapsüllerinde piknit ve bunun içinde pikniosporlar (conidia) oluĢturmaktadır. Piknit 

küremsi, koyu kahverengi renkte ve 140-200 µm çapındadır. ġartlar uygun olmadığı 

durumlarda piknitten çıkan sporlar lezyonlar üzerinde sert bir kitle halinde 

kalmaktadır. YağıĢlı ve nemli havalarda conidia jelatinimsi bir akıntı Ģeklinde 

piknitlerden dıĢarı çıkmakta ve sporlar yağmur damlalarına karıĢarak etrafa 

yayılmaktadır. Her bir üreme organında çok fazla sayıda spor olduğundan tarlada 

hastalık çok çabuk yayılmaktadır. Penetrasyon ve enfeksiyon için uygun koĢullarda 

bitkide koyu kahverengi yuvarlak veya oval 3-4 cm uzunluğuna varan lezyonlar 

oluĢmaktadır. Bunların üstünde siyah noktalar halinde piknitler görülmektedir 

(Açıkgöz, 1994; Ergün, 2001). 

1.5 Didymella rabiei ‘nin Sistematikteki Yeri  

Dünya‟da D. rabiei Kovacheski tarafından ilk kez 1936 yılında Bulgaristan‟da rapor 

edilmiĢtir. Nohut, kültür ve yabani formları Plantae (bitkiler) âleminin 

Magnoliophyta (kapalı tohumlular) bölümünde yer almaktadır. Magnoliopsida (iki 

çenekliler) sınıfının Fabalestakımına ait olan bu tür, Fabaceae (baklagiller) 

familyasında yer alır. Cicer cinsinin tarımda değer kazanan önemli kırk üç türü 

vardır.Didymella cinsinin bugüne kadar belirlenen bir çok önemli türü bulunmakta 

olup sistematikteki yeri aĢağıdaki gibidir; 

Alem: Fungi 

ġube: Ascomycota, 

Sınıf: Dothediomycetes, 

Altsınıf: Pleosporomycetidae,  

Takım: Pleosporales, 

Aile: Didymellaceae, 

Cins: Didymella, 

Tür: Didymella rabiei 1962 (Mycobank, 2014) 
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1.6. Didymella rabiei 'de EĢleĢme Tipi Genleri 

Heterotallik özellikte olan D.rabiei tek eĢleĢme genleri olan MATalel genleri ile 

kodlanmaktadır. MAT özel lokus bölgeleri tek bir gen tarafından yönetilir. 

Ġdiomorfları MAT 1-1 ve MAT 1-2 Ģeklinde olan bu gen bölgeleri, etmene eĢeyli 

üreme avantajı ve genetik rekombinasyon ile yeni bir ortama adaptasyon sağlar (Ali 

vd., 2012). EĢleĢme tipi genetik karakterizasyon analizleri on beĢ farklı ülkede 

belirlenmiĢtir (Rhaiem vd., 2007). Genetik çeĢitliliği belirlemede dünya genelinde bir 

çok farklı yöntem uygulanmaktadır. Bunlar arasında RFLP (Restriction Fragment 

Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA), tekli dizi 

tekrarları SSR (Simple Sequence Repeats) bulunmaktadır (Geistlinger vd., 1997; 

Udupa ve Weigand, 1998; Geistlinger vd., 2000; Santra vd., 2001; Vail ve Banniza, 

2009; Varshney vd., 2009; Nourollahi vd.; 2010). EĢleĢme tipi analizleri D. rabiei 

‟nin çeĢitliliğini ve populasyonların genetik farklılıklarını belirlemede önemli rol 

oynamaktadır. Dünya‟nın pek çok ülkesinde yetiĢtirilmekte olan nohudun, verim ve 

üretim kaybına karĢı önlem alınması, ekonomik açıdan kayıpları giderebilmektedir. 

Nohut ülkemizde beslenme açısından büyük bir öneme sahip olup, ülkemizde her 

bölgede yetiĢebilmektedir. ÇalıĢmamız bu önem doğrultusunda Marmara 

Bölgesi‟nde yetiĢen nohutları incelemek amacında oluĢturulmuĢtur. Marmara 

Bölgesi‟ndeki nohut ekim profili, nohut ekim alanlarını etkileyen D. rabiei‟nin 

hastalık Ģiddeti, nodül sayısı ve ekim alanlarındaki yabancı ot yoğunluğunun 

belirlenmesi amaçlanmıĢtır. ÇalıĢmamızda ayrıca D. rabiei‟ nin Marmara 

Bölgesi‟ndeki eĢeysel döneminin ve patotip karakterizasyonunun belirlenmesi de 

amaçlarımız doğrultusundadır. Elde edilecek veriler ıĢığında nohutta verim kaybına 

neden olan D. rabiei‟ nin etkisinin en aza indirgenmesi için alınabilecek önlemler 

belirlenebilecektir. Bu çalıĢmamız, nohutta verim kaybının yaĢanmamsı açısından ve 

ekonomik katkı bakımından çiftçiler yol göstermesi amaçlanmıĢtır ayrıca D. rabiei „ 

nin Marmara Bölgesi‟ne yaptığı etki profilinin incelenmesi açısından yapılacak 

çalıĢmalara yol göstermesi amacındadır. 
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BÖLÜM 2 

KAYNAK ÖZETLERĠ 

Dolar and Gürcan (1992), Türkiye‟nin farklı nohut ekim alanlarını temsil eden 20 A. 

rabiei izolatını kültürel gelisme özelliklerine ve morfolojik karakterlerine göre 8 

grupta sınıflandırmıĢlar ve ırk belirlemesi için her bir grubu temsilen seçilen 

izolatları Reddy ve Kabbabeh ‟in kullandığı 6‟lı set ile reaksiyon denemesine 

almıĢlar ve Türkiye‟de o güne kadar belirlenen 6 ırktan ırk 1, ırk 4 ve ırk 6‟nın 

bulunduğunu tespit etmiĢlerdir. 

 Shorav vd. (1998), D. rabiei'de infeksiyon koĢullarının belirlenmesi üzerinde 

araĢtırmalar yapmıĢlardır. % 0,5 nemin altında infeksiyonun meydana gelmediği % 

98 oransal nemde infeksiyonun sağladığı rapor edilmiĢtir. Konidi çimlenmesi ve 

konukçu doku penetrasyonun yaprak ıslaklığı süresi ile bağlantılı olduğu 

belirlenmiĢtir. Hastalık Ģiddeti, inokülasyonu takiben karanlık koĢullarda inkübasyon 

ile artıĢ göstermiĢtir. Bu çalıĢmada piknidya sayısı ve konidi oluĢumunun yüksek 

oransal nem ile doğru orantılı bir artıĢ gösterdiği rapor edilmiĢtir. 

Oscar (1999), likenler ve birçok fungusun herbaryumu için DNA ekstraksiyon 

yöntemi geliĢtirmiĢtir. Uygulanan metot ile daha kısa sürede ve daha fazla PZR 

numunesi elde edilmiĢtir. Yöntem, Ascochyta, Phyllosticta, Ramalina, Parmelia ve 

Physconia gibi 300 örnek üzerinde test edilmiĢtir. Yaprak lezyonlarından elde 

edilmiĢ olan saf kültürlerden DNA‟lar çoğaltılmıĢtır. 

Abbo ve Turner (2003), nohutun, bezelye, arpa ve buğday gibi Batı Asya orijinli 

ürün bitkilerinden farklı bir adaptasyon profiline sahip olduğunu belirtmiĢlerdir. 

Kültürü yapılan nohuttta 4 farklı evrimleĢme darboğazından bahsetmiĢlerdir. 

Bunlar:1) Yabani ata olan Cicer reticulatum'un az ve sınırlı dağılımı 2) 

EvcilleĢtirmeyle iliĢkili olan kurucu etki 3) KıĢlık ekimden yazlık ekime geçiĢ 4) 

Bölgeye adapte olmuĢ, lokal olarak evrimleĢen ekotipler yerine modern bitki ıslahı 

ile geliĢtirilen elit çeĢitlerin kullanılması. Bu darboğazlardan yabani ataların sınırlı 

dağılımı ve kıĢlık ekimden yazlık ekime geçmenin nohuta özgü olduğu, diğer iki 
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faktörün ise evcilleĢtirilen tüm ürün bitkilerinde genel darboğazlar olduğu 

belirtilmiĢtir. AraĢtırıcılar primer gen havuzunda bulunan tarımsal karakterlerin 

kültürü yapılan nohuta aktarılarak genetik temelin geliĢtirilmesi gerektiğini 

vurgulamıĢlardır. 

Barve vd. (2003), yüksek mobilite grubuna (high mobility group- HMG) özgü primer 

dizilerini belirlemiĢlerdir. Ascochyta rabiei‟ nin eĢleĢme tipinin PZR yöntemi ile 

belirlenmesi için kullanılan 3 primer ile MAT 1-1 ve MAT 1-2 bölgelerinin PZR ile 

amplifikasyon yapılarak, MAT 1-1 için 700, MAT1-2 400 bp ürün elde edilmiĢtir. A. 

fabae , A lentis, Fusarium oxysporum ve F. oxysporum f.p. ciceris izolatlarında Tail 

5 , Com1, Sp21 primerleri amplikon vermemiĢtir 

Chen vd. (2004), 22 farklı genotip içeren 48 adet nohut germplazm hattını kullanarak 

6 adet D. rabiei izolatının fenotipik karakterizasyonunu yapmıĢtır. ÇalıĢmada 

kullanılan  nohut hatlarının  D. rabiei infeksiyonu sonucunda benzer hastalık 

reaksiyonu geliĢimi gösterdiğini ifade etmiĢlerdir. Elde edilen sonuçlar D.rabiei‟nin 

patojenik varyasyonlarının belirlenmesinde kullanılabilecek nohut genotiplerinin 

sayısının azaltılabileceğini göstermiĢtir. AraĢtırıcılar ABD izolatlarının patojenik 

varyasyonunu 2 patotip grubuna ayırmıĢlardır. Elde edilen sonuçlar her iki patotipe 

karĢı nohut genotiplerinde  farklı dayanıklık mekanizmalarının bulunabileceğini 

göstermiĢtir. 

Danehleueipour vd. (2007), nohutta Ascochyta yanıklığı dayanıklılığının genetik 

mekanizmaları üzerinde çalıĢmalar yapmıĢtır. Yapılan çalıĢmalarda, nohutta minör 

ve majör genlerin bulunduğu, hassasiyetin dayanıklılık üzerine dominant olduğu 

rapor edilmiĢtir. ÇalıĢmada yabancı Cicer spp. „ de farklı genlerin bulunabileceğini 

rapor etmiĢlerdir. 

Davidson (2007), tane baklagillerde Ascochyta yanıklığının ciddi ürün kayıplarına 

neden olduğunu, bu hastalığa kısmi dayanıklılık gösteren çeĢitlerde hastalık 

yönetiminde dikkatli olunması gerektiğini belirtmiĢtir. Entegre hastalık yönetiminde 

en etkili uygulamaların hastalıksız tohum kullanımı, inokulum kaynaklarının 

uzaklaĢtırılması, ekim tarihinin belirlenmesi, tohum ve toprak üstü aksamda 

fungusitlerin kullanılması ve dayanıklı çeĢitlerin geliĢtirilmesi olduğunu belirtmiĢtir 

Ayrıca patosistemlerin anlaĢılması ve konukçu patojen ve çevre iliĢkilerini optimal 

seviyede belirlenmesinin önemine dikkat çekmiĢtir. Minimum toprak iĢlemesi 
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alanlarda toprakta bulunan ve bir önceki dönemden kalan bitki artıklarının 

uzaklaĢtırılmasının engelenebileceğinin belirtildiği çalıĢmada, her patosistemin farklı 

olarak değerlendirilmesi gerektiği vurgulanmıĢtır. Ascochyta yanıklığına hassas 

nohut genotiplerinde hastalıksız tohum kullanılması ve diğer tohum uygulamalarının 

önemli olduğu ve bu uygulamalar ile tohum kökenli infeksiyonların 

engellenebileceği belirtilmiĢtir.  

Kimber vd. (2007), D. rabiei'nin epidemiyolojisi üzerine araĢtırmalar yapmıĢlardır. 

Etmenin kısa mesafelerde (210 m) yağmur ve rüzgar ile yayıldığı saptanmıĢtır. 

Dayanıklı ve hassas nohut genotiplerinin etmen taĢımında direk etkili olduğunun 

belirlendiği çalıĢmada simulasyon modeli geliĢtirilmiĢtir. 

Bayraktar vd. (2007), Türkiye‟nin Ġç Anadolu Bölgesindeki 6 farklı ilden elde 

ettikleri 45 A. rabiei izolatının %57.2‟sinin (26 izolat) MAT 1-1, %42.8‟inin (19 

izolat) ise MAT 1-2‟e ait olduğunu belirlemiĢlerdir. 

Türkkan (2008), Türkiye‟nin nohut yetistiriciliğinde önemli Akdeniz, Ege, Güney 

Doğu Anadolu, Ġç Anadolu ve Karadeniz bölgelerinden elde edilen 64 A. rabiei 

izolatının patotip gruplarını belirlemiĢtir. Buna göre A. rabiei izolatlarının genellikle 

düĢük virulense sahip olduğu, izolatların %59.4 (38)‟ü patotip I, %4.7 (3)‟si patotip 

II ve %35.9 (23)‟ü patotip III içerisinde sınıflandırmıĢtır. 

Nourollahi (2009), D. rabiei populasyonu içerisinde bulunan genetik farklılığın 

belirlenmesinin, germplazm kaynağının oluĢturulmasında önemli olduğunu rapor 

etmiĢtir. Bölge bazında meydana gelebilecek gen akıĢlarının fungusit dayanıklığı 

veya bitki bazında geliĢtirilen dayanıklılığın kırılmasında etkili olduğunu belirtmiĢtir. 

ÇalıĢmada Ġran'ın batısında yer alan Ilam ve KermanĢah illerine ait 7 lokasyondan 

toplanan 103 adet D. rabiei izolatında basit dizi tekrarları ( Simple Sequence Repeat 

-SSR) ve eĢleĢme tipi .(MAT) markırları kullanılarak genetik yapı, çeĢitlilik ve 

eĢleĢme tipi dağılımı belirlenmiĢtir. 3 set mikrosatelit markırı ile toplamda 75 adet 

allelin belirlendiği çlaıĢmada, her markır için alel sayısının 15-34 olduğu rapor 

edilmiĢtir. D. rabiei izolatlarında yüksek oranda genetik varyasyonun saptandığı 

çalıĢmada populasyonlar arasında genetik çeĢitliliğin ve gen akıĢının yüksek olduğu 

belirtilmiĢtir. D. rabiei izolatlarında her iki eĢleĢme tipide belirlenmiĢ fakat MAT1-1 

oranının yüksek olduğu (%64) saptanmıĢtır  
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Türkkan (2009), Türkiye‟nin beĢ farklı bölgesinden elde edilen 64 adet D. rabiei 

izolatının patojenik karakterizasyonu 7 farklı nohut çeĢidinden (ILC 1929, F8, ICC 

1903, ILC 249, ILC 482, ILC 3279 ve ICC 3996) oluĢan bir set ile belirlemiĢtir. Tüm 

izolatlar hem 3 patotip hem de 6 fizyolojik ırk içerisinde sınıflandırılmıĢtır. 

ÇalıĢmada kullanılan izolatların 38 (59,4%)‟i Patotip I‟e, 3 (4,7%)‟ü Patotip II‟ye ve 

23 (35,9%)‟ü Patotip III‟e ait olduğu belirlenmiĢtir. Patotip I ve III Akdeniz, Ege, 

Güney Doğu Anadolu, Ġç Anadolu ve Karadeniz olmak üzere Türkiye‟nin 5 

bölgesinde de belirlenmiĢtir. Ancak Patotip II Akdeniz ve Karadeniz bölgelerinde 

tespit edilememiĢtir. D. rabiei‟nin 6 ırkının tümü ülkemizde bulunmuĢtur. Irk 4 hem 

Patotip I hem de Patotip II ile temsil edilmesine karĢın, ırk 1, 2 ve 3 Patotip I 

içerisinde yer almıĢtır. Agresif izolatları içeren Patotip III ise ırk 5 ve 6‟yı 

içermektedir. 

Benzohra vd. (2010), D. rabiei‟nin patojenik çeĢitliliğini belirlemek üzere Cezayir‟ 

de yaptıkları çalıĢmada 12 adet izolat kullanmıĢlardır. Ġzolatlar 12 farklı çeĢit ve 

yerel nohut hatları üzerine inoküle edilmiĢtir. ÇalıĢma sonucunda 3 izolat yüksek 

virülent, 8 izolat orta derecede virülens ve bir izolat ise düĢük virülent olarak 

belirlenmiĢtir.Nohut hatlarının D. rabiei reaksiyonları açısından dayanıklı, tolerant 

ve hassas gruplara ayrıldığı rapor edilmiĢtir. 

Wenhua (2010), Ascochyta yanıklığına neden olan D. rabiei‟ nin Avustralya'da 

olduğu gibi tüm dünyada nohut yetiĢtiriciliği yapılan alanlarda verimi azaltan en 

önemli biyotik etmen olduğunu belirtmiĢtir. ÇalıĢmada 6 adet D. rabiei izolatının 

saldırganlığı 3 nohut çeĢidi (Jimpour, Fliper ,Yorker) kullanılarak test edilmiĢtir. 

Ġzolatların farklı virülenslik seviyesine sahip olduğunun belirlendiği çalıĢmada bir 

izolat yüksek saldırgan olarak tespit edilmiĢtir. ÇalıĢmada 16 adet uluslararası ve 

Avustralya nohut genotipleri saldırgan izolat ile inoküle edilmiĢtir. 5 genotip 

dayanıklı, 10 genotip orta derecede dayanıklı, bir genotip ise hassas olarak 

saptanmıĢtır. Ġzolatların patojenisite çalıĢmasında yüksek oranda varyasyon 

belirlenmiĢ ve farklı ırklar olabileceği belirtilmiĢtir. Test edilen nohut genotiplerinin 

yaprak infeksiyon oranı, bitki infeksiyon oranı, bitki ölüm oranı ve hastalık geliĢmi 

açısından farklılık gösterdiği saptanmıĢtır. Elde edilen veriler doğrultusunda 

çalıĢmada kullanılan genotiplerin farklı dayanıklık genleri bulundurabileceği ve bu 
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hatların yüksek düzeyde hastalılık dayanıklılığın geliĢtrilmesi için ıslah 

programlarına dahil edilebileceği vurgulanmıĢtır.  

Sharma (2010), D. rabie'nin nohutta toprak üstü aksamı etkileyen en önemli hastalık 

etmeni olduğunu belirtmiĢtir. Serin ve nemli koĢullarda ve uygun inokülum 

yoğunluğunun bulunduğu durumlarda etmenin nohutun tüm geliĢimleri aĢamasında 

infeksiyon yapabileceğini belirtmiĢlerdir. Epidemilerin ağırlıklı olarak çiçeklenme ve 

kapsül aĢamalarında meydana geldiği rapor edilmiĢtir. ÇalıĢmada nohut bitkisinin 

geliĢim dönemleri üzerine hastalığın etkisi araĢtırılmıĢ ve bilgilerin dayanıklılık 

ıslahı programlarında kullanılabileceği belirtilmiĢtir. Ġki hassas ve iki orta derecede 

dayanıklı nohut çeĢitleri fide ,fide sonrası, vegetatif dönem ,çiçeklenme ve kapsül 

bağlama olmak üzere 5 farklı dönemde Didymella rabiei spor süspansiyonu 

kullanılarak kontrollü koĢullarda infekte edilmiĢtir. ÇalıĢmada fide, çiçeklenme ve 

kapsül bağlama dönemlerinin hastalık dayanıklılığının belirlenmesinde 

kullanılabileceği belirtilmiĢtir. 

Atik vd. (2011), 2008 ve 2009 nohut yetiĢtirme döneminde Suriye'nin 9 bölgesinde 

Ascochyta yanıklılığının dağılım, hastalık Ģiddeti ve eĢleĢme tipi oranlarını 

belirlemek üzere çalıĢma yapmıĢlardır. 133 adet D. rabiei izolatı eĢleĢme tipi 

analizlerinde kullanılmıĢ MAT 1-1oranının % 64 MAT 1-2oranının % 36 olduğu 

saptanmıĢtır. Elde edilen sonuçlar doğrultusunda her iki eĢleĢme tipininde saptanmıĢ 

olmasının nohut çeĢitlerinde mevcut dayanıklılığın yeni virülens genleri ile 

kırılabileceği belirtilmiĢtir. 

Ġmtiaz vd. (2011) D. rabiei populasyonunda Patotip I, II ve III olmak üzere 3 farklı 

grubun bulunduğunu belirtilmiĢ, yaptıkları çalıĢmada Patotip IV' ün varlığnı rapor 

etmöiĢlerdir. ÇalıĢmalarında Suriye nohut yetiĢtiriciliği alanlarından toplanan 10 adet 

D. rabiei izolatı kullanılmıĢ, izolatların virülensliği, ILC1929, ILC482,ILC3279 ve 

ICC12004 olmak üzere 4 farklı genotipte test edilmiĢtir. Tek spor izolatlarından 

DNA izolasyonları yapılmıĢ, SSR markırları ile genetik çeĢitlilik MAT spesifik 

markırları ile spesifik eĢleĢme tipi genleri incelenmiĢtir. ÇalıĢmalarda 4 patotipin 

varlığı rapor edilmiĢ PatotipIV 'ün ICC12004'te hastalığa neden olduğu saptanmıĢtır. 

SSR analizleri patotip gruplarına spesifik bantlar oluĢturulmuĢtur. D. rabiei‟de 

Patotip IV'ün varlığı ilk kez rapor edilmiĢtir. 
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Joyche vd. (2011), Ascochyta ve Phoma cinslerinin bitkilerde hastalık meydana 

getiren önemli bitki patojeni türleri bulundurduğunu belirtmiĢlerdir. Bu cinslerin 

morfolojik olarak benzer olduğu son dönemlerde yapılan moleküler çalıĢmaların 

Didymellaceae familyasında yeni cinslerin olabileceğini göstermiĢtir. 

Rubiales ve Fondevilla (2012), baklagil tarımını ciddi boyutta etkileyen Ascochyta 

yanıklığı kontrolünde en önemli yöntemin dayanıklı çeĢit geliĢtirme olduğunu ifade 

etmiĢlerdir. Birçok baklagil grubunda bitki ıslahı çalıĢmasında kullanılabilecek 

genetik kaynakların bulunduğu belirtilmiĢlerdir. Bununla birlikte dayanıklık 

mekanizmaların kantitatif olduğu, çoklu genler tarafından kontrol edidiği ve bu 

nedenle klasik ıslah çalıĢmalarında kullanımının zor olduğu rapor edilmiĢtir. Bu 

nedenle Ascochyta yanıklığına karĢı dayanıklı baklagil hatlatının elde edilmesinde 

biyoloteknolojik yöntemlerin uygulanması gerektiği belirtilmiĢtir. Özellikle markıra 

dayalı seleksiyonda kullanılabilecek hızlı ve etkili markır sisitemlerinin 

geliĢtirilmesi, sekanslama çalıĢmalarının modern ıslah programlarına dahil edilmesi 

gerektiği vurgulanmıĢtır. 

Kaur vd. (2012), D. rabiei izolatlarında bulunan patojenik farklılığı belirlemek amacı 

ile yaptıkları çalıĢmada 60 adet nohut genotipi kullanmıĢlardır. ÇalıĢmada 10 patotip 

saptanmıĢ ve bu grupların koloni morfolojileri ve piknidya yapıları karakterize 

edilmiĢtir. Ayrıca 60 adet nohut genotipinin reaksiyonları belirlenmiĢ, dayanıklı 

olarak belirlenen nohut genotiplerinin ıslah amacı ile kullanılabileceği rapor 

edilmiĢtir. 

May vd. (2014), bezelye, yonca, pamuk ve fasulye genotiplerini içeren 43 çeĢit 

üzerinde yapılan çalıĢmada, Fransa‟dan 4 adet bezelye infekte eden izolat ve bir adet 

Avustralya izolatı kullanmıĢtır. Yapıln çalıĢma sonuçlarına göre D. pinodes‟in 

bezelyeye özelleĢme göstermediği, diğer baklagil türlerini de infekte edebildiği 

saptanmıĢtır. Dolayısı ile kültürü yapılan veya yabani baklagil türlerinin D. pinodes’ 

e alternatif konukçu olabileceği belirlenmiĢtir. 

Leo vd. (2014), 20 adet mikrosatelit markırı kullanarak, Avustralya‟ dan toplanan D.. 

rabiei izolatlarındaki genetik yapı ve konukçuya özelleĢme mekanizması üzerinde 

araĢtırma yapmıĢlardır. D. rabiei izolatlarında genetik farklılık düĢük seviyede 

bulunmuĢtur. ÇalıĢmada etmenin tohum ile taĢınmasına dikkat çekilmiĢ, D. rabiei'nin 



17 

Avustralya‟ ya yeni giriĢ yapmıĢ olduğunu belirtilmiĢtir. 2010 yılında toplanan 206 

izolatta tek eĢleĢme tipi (MAT 1-2) saptanmıĢ, etmenin Avustralya‟ da eĢeysiz olarak 

ürediği rapor edilmiĢtir.
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BÖLÜM 3 

MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1 Materyal 

ÇalıĢma, Haziran 2014 – Nisan 2015 ayları arasında, Marmara Bölgesi illerinden 

toplanan örneklerle Gaziantep Üniversitesi Fen –Edebiyat Fakültesi Biyoloji Bölümü 

laboratuvarlarında gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.1.1 Fungus Ġzolatları 

ÇalıĢmada kullanılan Didymella rabiei izolatları 2014 yılında, Marmara Bölgesi‟nde 

yer alan Balıkesir, Bilecik, Bursa, Çanakkale ve Tekirdağ illerinde ekimi yapılmıĢ 

nohut bitkilerinden izole edilmiĢtir.  

3.1.2 Cihazlar ve Kimyasallar 

Mikoloji laboratuarlarında kullanılan rutin araç-gereç ve ekipmanlar çalıĢmalarda 

kullanılmıĢtır. Fungus kültürlerinin hazırlanması, geliĢtirilmesi ve muhafazası 

iĢlemlerinde steril kabin (Bilser, Türkiye), otoklav (Hirayama HV-50L, Japonya), 

hassas terazi (Dikomsan, KD-TBC), mikrodalga fırın (Arçelik, Türkiye), inkübatör 

(Foc 225 IVelp Scientifica), buzdolabı (Profilo, Türkiye), ıĢık mikroskobu (Leica, 

Almanya), fotoğraf makinası (Kodak EasyShare Z980 Digital Camera, ABD), pens, 

steril özeler, bisturi, mezür, beher, erlen, PDA (Merck), PDB (Acumedia) antibiyotik 

(50 mg/L Streptomisin sülfat) (Sigma), NaOCl, Tween 20 (0,5 ml/L) ve manyetik 

karıĢtırıcı (Ġsotex, Almanya), Thoma lamı (Isolab), whatman kağıdı (Sigma), gliserol 

(Sigma), NaCI (Sigma), drierit (Sigma), derin dondurucu (- 20˚C) (Samsung, Güney 

Kore) ve derin dondurucu (- 80˚C) (Hettich Freezer, Almanya). Moleküler 

analizlerde, yatay derin dondurucu (- 20˚C) (Uğur, Türkiye) ve derin dondurucu (- 

80˚C) (Hettich Freezer, Almanya), orbital çalkalayıcı (Nüve), havan ve havan eli, 

sıvı azot, soğutmalı santrifüj (Hettich, Almanya), vorteks (Ġka, Genius 3, Almanya),
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Tris Base (Sigma), HCI (Sigma), NaCI (Sigma), SDS (Sigma), EDTA (Sigma), 

NaOH (Merck) kloroform (Merck), izoamil alkol (Merck), Etanol (%70 ve %95) 

(Sigma), ddH2O, glasiyel asetik asit (Sigma), DNA konsantrasyon cihazı (Nanodrop, 

Maestronano, A.B.D), PCR cihazı, agaroz (Bioshop), agoroz jel elektroforez 

düzeneği (Cleaver, Ġngiltere), jel görüntüleme cihazı (Vilber Lourmat, Fransa), 1,5 

ml‟lik, 2 ml‟lik ependorf, 0,2 ml‟lik PCR tüpleri (Ependorf, Almanya), 1000 μl‟lik, 

100 μl‟lik ve 10 μl‟lik pipetör (Thermo) ve mikropipet uçları (Ependorf, Almanya), 

10XTaq PCR tamponu (abm), 25 mM MgCI2  (abm), Taq DNA Polimeraz (abm), 

dNTP (100 mM, 25 µmol, dGTP, dATP, dCTP, dTTP) (Thermo), Primer (3‟-5‟), 6X 

Loading dye (abm), Etidyum bromür ve 100 bp DNA Ladder (abm, 500 ul). 

Patotip analizlerinde iklimlendirme odası, küvet, saksı, naylon poĢet, süzgeç, dH2O, 

beher, Thoma lamı (Isolab), püskürtücü sprey, toprak, çiçek sulama kabı 

kullanılmıĢtır. 

3.2 Yöntem 

3.2.1 Arazi çalıĢmaları 

2014 yılı Mayıs-Haziran ayları arasında, Marmara Bölgesi‟nin Balıkesir, Bilecik 

Çanakkale, Bursa ve Tekirdağ nohut yetiĢtiriciliği yapılan  alanlarına sürvey 

çalıĢmaları düzenlenmiĢtir. Sürvey çalıĢmaları Marmara Bölgesi‟nde nohut 

yetiĢtiriciliği yapılan alanlarındaki Ascochyta yanıklığı hastalık etmeni 

Didymellarabiei (Kovachevski) vonArx [anamorph: Ascochytarabiei(Passerini) 

Labrousse]‟nin Ģiddetini belirlemek ve örnekleme yapmak amacı ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu amaçla sürvey yapılan alanlardaki nohut tarlaları, tüm tarlayı 

temsil edecek Ģekilde incelenerek değerlendirilmiĢtir. Arazi çalıĢmaları, her ilin 

nohut ekim alan verileri ve 2013 yılı Çiftçi Kayıt Sistemleri (ÇKS) doğrultusunda 

değerlendirilerek yapılmıĢtır. 

10 dekara kadar en az 2, 10-100 dekar olan tarlalardan en az 5, 100 dekardan büyük 

olan alanlardan ise en az 8 farklı örnekleme yapılmıĢ, tarlaların koordinatları 

belirlenmiĢtir. Her bir örnek 1 m
2
 alan üzerinde yapılmıĢtır. Ġncelenen tarlaların D. 

rabiei ile infeksiyon durumları 1-9 skalasına göre değerlendirilmiĢtir. (Reddy ve 

Singh, 1984; Chen vd., 2004). Her bir tarla için hastalık Ģiddeti hesaplamaları skala 

kullanılarak hesaplanmıĢtır (Bora ve Karaca, 1970).  
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%Hastalık Ģiddeti=      (Skala değeri x Bitki Sayısı) x100 

Toplam Bitki Sayısı x En Yüksek Skala Değeri 

 

Survey çalıĢmaları esnasında, Ascochyta yanıklığı değerlendirmelerine ilave olarak 

m
2
‟de bulunan yabancı ot sayısı ve bitkideki nodül sayısı verileri de alınmıĢtır. 

Survey araĢtırmalarına, bölgenin iklim Ģartları ve nohutun eriĢkin boya ulaĢma 

zamanı göz önüne alınarak baĢlanmıĢtır. Nohut örnekleri illere ve ilçelere ait ekim 

yerlerinden toplanmıĢtır. Tekirdağ‟dan 5, Bursa, Balıkesir ve Bilecik illerinde 15, 

Çanakkale ilinden 30 tarlada gözlem yapılmıĢ ve tarla koordinatları belirlenmiĢtir. 

Koordinatları belirlenen tarlaların, 1 metrakare alandaki hastalığa maruz kalmıĢ 

nohutların, kök, gövde ve yapraklarından kesilen her bir hastalıklı nohut bitkisi bir 

izolat olarak kabul edilmiĢtir. Köklerde bulunan nodüllerin sayımı yapılmıĢtır. Örnek 

olarak alınan izolatlar zarflara konularak kapatılmıĢtır. Zarfların üzerine koordinat 

noktası yazılmıĢtır. Ġzolatları kodlamak amacı ile alındığı Ģehrin plaka numarası, 

alınan ilçeyi veya köyü belirten kısa kodu ve kaçıncı izolat oluğunu belirten numara 

sayısı verilmiĢtir. Alınan izolatlar steril edilerek PDA (Patates Dekstroz Agar) 

ortamına ekimi yapılmıĢtır.Kullanılmayacak olan izolatlar ise +4 
0
C‟de muhafaza 

edilmiĢtir. Surveyler, Balıkesir‟in Edincik(Hıdırköy), Gönen  (Beyköy, Buğdaylı, 

PaĢaçiftliği), Bandırma (Yeni Sığırcı, Bereketli, Doğanpınar, Külefli, Çepni) 

ilçelerinde, Bursa‟nın Karacabey (ÇavuĢköy, Doğla, FevzipaĢa, Arız), Orhaneli 

(Ġkizce) ilçelerinde, Çanakkale‟nin Biga  (Kuruoba, Güvemalan, Osmaniye), 

Bayramiç (Türkmenli, Tütüler, Sarıdüz, ÇavuĢköy), Ezine (Çarıksız) ilçelerinde, 

Tekirdağ‟ın Malkara (Ballı, Aksakal), ġarköy (Yeniköy, Merkez, Gölcük) 

ilçelerinde, Bilecik‟in Bozüyük ilçesinde yapılmıĢtırPDA (Patates Dekstroz Agar) 

ortamına ekimi yapılmıĢtır. Kullanılmayacak olan izolatlar ise +4 
0
C‟de muhafaza 

edilmiĢtir. Surveyler, Balıkesir‟in Edincik(Hıdırköy), Gönen  (Beyköy, Buğdaylı, 

PaĢaçiftliği), Bandırma (Yeni Sığırcı, Bereketli, Doğanpınar, Külefli, Çepni) 

ilçelerinde, Bursa‟nın Karacabey (ÇavuĢköy, Doğla, FevzipaĢa, Arız), Orhaneli 

(Ġkizce) ilçelerinde, Çanakkale‟nin Biga  (Kuruoba, Güvemalan, Osmaniye), 

Bayramiç (Türkmenli, Tütüler, Sarıdüz, ÇavuĢköy), Ezine (Çarıksız) ilçelerinde, 

Tekirdağ‟ın Malkara (Ballı, Aksakal), ġarköy (Yeniköy, Merkez, Gölcük) 

ilçelerinde, Bilecik‟in Bozüyük ilçesinde yapılmıĢtır. 

 



21 

 

3.2.2 Didymella rabiei Ġzolasyonları 

Didymella rabiei izolasyonu için, izolatların Ascochyta yanıklığına maruz kalan 

yaprak, kapsül ve gövde kısımları kullanılmıĢ, lezyonlu bölgeler 0,5-1 cm 

boyutlarında ufak parçalar halinde kesilmiĢtir. KesilmiĢ olan lezyonlu parçalar 

sterilizasyon iĢlemi yapılarak kontaminasyona maruz kalması engellenmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.1. Didymella rabiei simptomu gösteren bitki kısımları; A. kapsülde 

Didymella rabiei semptomları, B. gövdede Didymella rabiei semptomları. 

 

Sterilazasyon iĢlemi için alınan enfekteli bitki parçaları, izolat numarası yazılmıĢ 

olan steril petrilere konulmuĢtur. Ġzolatlar 1 dk çeĢme suyundan geçirilmiĢ ve steril 

kabine alınmıĢtır. Enfekteli bitki parçaları %0.5-1 NaOCl çözeltisi içerisinde 3-4 

dakika bekletilerek yüzeysel sterilizasyona tabi tutulmuĢ, 2-3 kez sdH2O ile sterilant 

uzaklaĢtırılmıĢ ve pens yardımıyla kurutma kağıtları arasına bırakılarak neminin 

alınması sağlanmıĢtır. Dokular daha sonra 3-5 adet olmak üzere antibiyotik içeren 

(Streptomisin sülfat) PDA ortamında, 20
o
C, 12/12 saat ıĢık/karanlık koĢullarındaki 

inkübatörlerde 5-6 gün süre ile inkübe edilmiĢtir (Trapero-Casas ve Kaiser, 1992; 

Kaiser ve Kusmenoğlu, 1997; Can vd., 2007). GeliĢen koloniler yeni PDA ortamına 

aktarılarak tek spor kültürleri elde edilmiĢtir. Bu amaçla steril öze yardımıyla alınan 

konidiler 200-300 µl saf suyla karıĢtırılmıĢ, PDA içeren ortamlarda 2-6 gün inkübe 

edilmiĢtir. Tek sporlardan geliĢen koloniler mikroskop altında belirlenerek, yeni 

PDA veya CSMA ortamına ekilmiĢtir. Ġzolatlar numaralandırılarak uzun süreli 

A B 



22 

muhafaza için filtre kağıtları üzerinde -20
o
C‟de ve gliserol stoklarda (20 ml/100cc 

Gliserol, 0.25 gr/100 cc NaCl) veya 500 ml‟lik gliserol stok çözeltisi içerisinde -

80
o
C‟ye yerleĢtirilmiĢtir. Bir diğer saklama yöntemi olan Whatman kâğıdı (No:3) ile 

saklama yönteminde, PDA ortamı üzerine konulan Whatman kâğıdına (No:3) ekim 

yapılarak D.rabiei koloni geliĢimi sağlanmıĢtır. Kâğıt üzerinde 6-8 gün içerisinde 

geliĢen koloniler boĢ bir petriye alınmıĢ ve kağıt kuruyana kadar bekletilmiĢtir. 

Kuruyan Whatman kâğıtlarındaki her izolat ayrı ayrı zarflanarak -20 
0
C‟de 

saklanmıĢtır (ġekil 3.2). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.2 Didymella rabiei izolasyonu, kültüre alınması, whatmann üzerinde 

geliĢimi. A. Didymella rabiei sterilizasyon; B. kültür ortamında D. rabiei koloni 

morfolojisi; C. D. rabiei‟nin filtre kağıdı ve gliserol stok içinde uzun süreli 

muhafazası. 
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3.2.3 EĢey Tipi Belirleme Analizleri 

3.2.3.1 DNA Ġzolasyonu 

Gliserol stok veya Whatman kâğıtlarında bulunan D. rabiei izolatları, hif geliĢiminin 

sağlanması amacıyla, Ġzolatlar PDB (potato dextrose broth) ortamında 8-10 gün süre 

ile geliĢtirilmiĢ ve fungal miselyumlar elde edilmiĢtir. Miselyumlar, sıvı azot 

içerisinde toz haline getirildikten sonra DNA izolasyonu için CTAB protokolu 

(Lichtenzveig vd., 2002) kullanılmıĢtır. DNA izolasyonunu takiben her örnek için 

konsantrasyonlar 50-80 ng olarak ayarlanmıĢtır. petrilerin üzerine izolat numaraları 

yazılarak PDB ortamına ekilmiĢtir. Ekimi yapılmıĢ olan petriler, alimünyum folyo ile 

sarılarak karanlık ortamda ve elektronik çalkalayıcıda 60-65 rpm‟ de 7-10 gün süre 

ile geliĢtirilmiĢtir. Daha sonra sıvı azotta dondurulmuĢtur. DonmuĢ hif örnekleri 100 

mg olacak Ģekilde ezilerek steril epondorf tüplere konulmuĢtur. Ependorf tüplerin 

içerisinde bulunan 100 mg ezilmiĢ hiflerin üzerine 600 µl CTAB buffer eklenmiĢtir 

(EK 2.). Tüpler 60 
0
C sıcaklıktaki benmaride 30 dk bekletilmiĢtir. Benmariden 

çıkarılan ependorf tüplerin üzerine 600 µl kloroform izoamilakol (V/V: 24/1) 

eklenmiĢ, 60 rpm de bulunan elektronik çalkalayıcıda 10 dk bekletilmiĢtir. Ependorf 

tüpler 15 
0
C‟de 5000 rpm „de 20 dk santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj sonrası üst faz 

alınmıĢ, üzerine alınan  miktar kadar isopropanol eklenmiĢtir. 15 
0
C‟de 5000 rpm de 

20 dk ikinci kez santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj sonrası tüp içerisine konulan 

isopropanol dökülmüĢ tüp içerisine %70‟lik 500 µl etonol eklenmiĢtir. DNA bulunan 

ependorf tüplere 100 µl TE buffer eklenerek -20 
0
C‟de muhafazası sağlanmıĢtır. 

DNA Ġzolasyon sonucunda elde edilen örnekler nanodrop cihazı kullanılarak 

ölçülmüĢ ve 20 ng/µl konsantrasyonuna ayarlanmıĢtır. 

3.2.3.2 PZR ÇalıĢmaları 

Ġzolasyon ve tek spor kültürü oluĢan D. rabiei populasyonlarında eĢey tipi dağılımı 

belirlemek üzere Barve vd. (2003) tarafından geliĢtirilen A. rabiei‟de eĢey tipini 

(mating type) belirleme çalıĢmaları yapılmıĢtır. SP21, COM1 veTail 5 primerleri ile 

(Tablo.3.1) multipleks polimeraz zincir reaksiyonları (PZR) analizleri yapılmıĢtır. 

Polimeraz zincir reaksiyonlarında 10-20 ng genomik DNA, 2 mM MgCl2,0,2 mM 

dNTP karıĢımı, 1 ünite Taq DNA polimeraz ve 1x Taq DNA polimeraz buffer 

kullanılmıĢ, reaksiyon 25 µl hacimde gerçekleĢtirilmiĢtir. Reaksiyon koĢulları ise 
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baĢlangıç denatürasyonu 94 
o
C 3 dak. evresini takiben 45 döngü devam eden 94 

o
C‟de 30 saniye, 60 

o
C‟de 45 saniye, 72 

o
C‟de 2,5 dakika ve son uzama evresi 72 

o
C‟de 10 dakika olarak ayarlanmıĢtır. PZR ürünleri, etidium bromid içeren 1X TAE 

(Tris, Asetik asit, EDTA) ile hazırlanan %1.5‟luk agaroz jelde 80 v/cm‟de 1,5-2 saat 

süre ile elektroforez iĢlemine tabi tutulmuĢtur. Reaksiyon ürünleri izolatların 

toplandıkları bölgeler dikkate alınarak değerlendirilmiĢtir.MAT1-1için 700 bç ve 

MAT1-2için 500 bç büyüklüğe sahip bantları belirlemek için markır olarak 1kb DNA 

kullanılmıĢtır  

Tablo 3.1 ÇalıĢmada kullanılmıĢ olan primer dizileri (Barve vd., 2003) 

Bölge Primer Primer Dizisi 

Mat 1-1 COM 1 

SP21 

-GCATGCCATATCGCCAGT- 

-ACAGTGAGCCTGCAGTTC- 

Mat 1-2 TAIL5 

COM1 

 

-CGCTATTTTATCCAAGACACACC- 

-GCATGCCATATCGCCAGT- 

 

3.2.3.3 D. rabiei Ġzolatlarında Agaroz Jel Elektroforez Görüntüleme  

 

Agaroz jel elektroforezi için, %1,5 oranında hazırlanan agaroz jel (Ek 4), 1X TAE 

Tris Asetik asit EDTA (Ek 5) solüsyonunda eritilmiĢtir. Agaroz jel içerisinde 

DNA‟nın UV ıĢık altında görüntülenmesi için etidium bromür  (0,5 μg/ml) 

eklenmiĢtir. Bu çözelti 55-60 ºC‟ye kadar soğuduktan sonra jel tankına dökülmüĢ ve 

jel polimerizasyonu sonrası taraklar çıkarılmıĢtır. Jel 1xTAE tamponu içeren 

elektroforez tankına alınmıĢtır. Jelin ilk kuyucuğuna markır (1 kb veya 50 bç DNA) 

diğer kuyucuklara ise, 4 μl yükleme tamponu ile karıĢtırılmıĢ 25 μl PZR ürünü 

yüklenmiĢtir. Elektroforez iĢlemi %1,5 agaroz jelde, 90V/cm‟de 1,5 saat süre ile 

uygulanmıĢtır.  

Elektroforez iĢleminin ardından jelde yürütülmüĢ olan DNA bantları, jel UV 

transimülatör altında görüntülenmiĢ ve kaydedilmiĢtir. 

3.2.3.4 Didymella rabiei Ġzolatlarında Patotip Belirleme ÇalıĢmaları 

MAT analizi yapılmıĢ olan izolatlarda patojen karakterizasyonu belirlemek amacı ile 

izolatlar PDA ortamında geliĢtirilerek uzun süreli muhafazaya (filtre kağıtlarında -20 
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o
C‟de ve gliserol stoklarda -80 

o
C‟de) alınmıĢtır. Ġzolatların seçimi Patotip I ve 

Patotip II standart izolatları Dr. W. Chen (WSU, Pullman, ABD)‟den elde edilmiĢtir. 

Patotipleme çalıĢmalarında 20-30 adet izolat hastalık Ģiddetinin en düĢük ve en 

yüksek değerlerine göre tercih edilmiĢtir. Çizilen izolatlar 15-20 gün inkübasyona 

bırakılmıĢtır. ĠkiĢer tekerrürlü olarak çizilen örneklerden spor oluĢumları mikroskop 

altında incelenmiĢ ve spor sayımı yapılmıĢtır. Mikroskop altında en fazla spor 

yoğunluğu bulunan petriler patotip çalıĢmasında kullanılmıĢtır. Her ilden beĢ adet 

CSMDA ortamına ekimi yapılan D. rabiei izolatları patotip denemesinde 

kullanılmıĢtır. 

 

ġekil 3.3. Didymella rabiei izolatlarında patotipleme çalıĢmaları; A. patotip 

belirleme çalıĢmalarında kullanılacak çeĢitlerin tohum ekimi, B. patotip 

çalıĢmalarında kullanılacak bitkiler (2 haftalık), C. bitkiye spor (D. rabiei sporu) 

süspansiyonunun verilmesi, D. nem kaybını önlemek için bitkilerin naylon örtü ile 

kapatılması (24 saat süre ile). 

3.2.3.5 Denemelerin Kurulması  

Her il için 5 ayrı izolatın seçildiği patotip denemesinde 5 farklı nohut genotipi, 

ILC482, ILC3279, ILC1929, ILC12004 ve Sarı nohut patotip belirleme için 

kullanılmıĢtır (Türkkan ve Dolar 2009). 3 set halinde yapılmıĢ olan deneme 

saksılarına her nohut türünden 7-8 tane ekilmiĢ ve optimum koĢullar  (20 -22 
0
C, 12 

saat karanlık - 12 saat aydınlık ve %80-90 nem) sağlanmıĢtır. YetiĢkin boya eriĢen 

A B 

C D 
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nohutlar (15-20 cm) patotip inokulasyonu için hazırlanmıĢtır. Patotip inokulasyonu 

için, hazırlanmıĢ olan PDB ortamındaki izolatlar kullanılmıĢtır. Ġzolatlar final volume 

300 ml olacak Ģekilde steril suyla kazınarak aktarılmıĢ ve spor sayımı 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Toma lamında sayılan sporların konsantrasyonu 5x10
5
 ml  

(Labdi, 1995) olacak Ģekilde ayarlanmıĢtır. Spor yoğunluğu ayarlanan izolatlar 5 

farklı konidi genotipine her bir izolat ayrı ayrı püskürtme yöntemiyle infekte 

edilmiĢtir. Saksıların üzeri 24 saat hava almayacak Ģekilde poĢetle kaplanmıĢtır. 

Nohutlar 3 gün arayla 21 günlük bir periyot içerisinde 1-9 hastalık Ģiddetine göre 

derecelendirilmiĢtir. Skala değerleri sonucu hastalık Ģiddeti Townsend-Heuberger 

formülü kullanılarak hesaplanmıĢtır (Karman, 1971).  

 

 

ġekil 3.4. Patotipleme çalıĢmasında kullanılan 1-9 skala değerleri (Townsend ve 

Heuberger, 1943). 
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Patotip çalıĢmasında kullanılan skala değerilerinde; 1: Semptom göstermeyen 

sağlıklı bitki; 2: Küçük lezyon bulunduran bitkiler; 3: Lezyonlar mevcut  (bitkinin 

%10bölümünde), kolaylıkla fark edilebilecek geniĢlikte fakat bitki yeĢil; 4: Bitkideki 

lezyonlar geniĢ ve rahatlıkla fark edilebilir boyutta, bitki geliĢmesinde gerileme; 5: 

Gövdeyi kaplayan lezyonlar mevcut (bitkinin %25bölümünde), yapraklarda lezyon 

oluĢumu; 6: Bitki sürgün uçlarında geriye doğru sararmalar, gövdede kırılma; 

7:Bitkide Ģiddetli semptom oluĢumu (bitkinin %50 bölümünde), ölüm baĢlangıcı, 

bitkide en az 3 adet sağlam ve yeĢil yaprak mevcut; 8: Bitkide Ģiddetli semptom 

oluĢumu, tüm bitkide sararma, geliĢme geriliği, gövdede kırılmalar; 9: YeĢil aksam 

içermeyen ölü bitki olarak değerlendirilmektedir(Chen vd., 2004). 

Tablo 3.2 Patotiplerin belirlenmesinde kullanılan nohutların reaksiyon tipleri (Udupa 

vd., 1998,Chen vd., 2004, Türkkan ve Dolar, 2009). 

ÇeĢitler 
Patotipler 

Patotip I Patotip II Patotip III Patotip IV 

ILC1929 H H H H 

ILC482 D H H H 

ILC3279 D D H H 

ICC12004 D D D H 

H: Hassas çeĢit ; D: Dayanıklı çeĢit ( Türkkan ve Dolar, 2009) 

3.2.3.6 Ġstatistik Analizleri  

Nohut çeĢitlerinin reaksiyonları sonucuna göre, 1-4 skoru dayanıklı, 5-9 skoru ise 

hassas olarak değerlendirilmiĢtir. Hastalık Ģiddeti indeksi [Disease Severity Index 

(DSI)], DSI= [Σ(RxN)]x100/HxT, R= Hastalık oranı, N=Bu oran içindeki bitki 

sayısı, H= En yüksek hastalık oranı, T= Her tekrardaki bitki sayısı, formülü ile 

hesaplanmıĢtır. Ġzolatların her konak üzerinde oluĢturduğu hastalık Ģiddeti AUDPC 

%(Area Under Disease Progress Curve) olarak hesaplanmıĢtır. DSI ve AUDPC 

ortalama değerleri, karĢılaĢtırmak için, istatistik analiz sistemi P=0.05‟te t testine tabi 

tutulmuĢtur. Denemeler iki kez tekrarlanmıĢtır (Korolev vd., 2000).
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BÖLÜM 4 

ARAġTIRMA BULGULARI 

4.1 Arazi ÇalıĢmaları 

Bu tez çalıĢmasında Ascochyta yanıklık etmenine maruz kalan nohutlar Marmara 

Bölgesi‟nden 2014 Haziran‟da toplanarak her il için 20 D. rabiei izolatları elde 

edilmiĢtir. Araziden elde edilen hastalık Ģiddetleri ile patoloji denemesi sonucunda 

elde edilen bulgular karĢılaĢtırılarak değerlendirilmiĢtir. ÇalıĢma sonucunda elde 

edilen bulgular ıĢığında Marmara Bölgesi‟nde yetiĢtirilen nohutlarda D.rabiei’nin 

patotip karakterizasyonu belirlenmiĢtir. 

 

ġekil 4.1. Arazi çalıĢmaları tarla gözlemleri hastalık belirtileri; A. gövde üzerinde, B. 

yaprakta, C. tarla içerisinde, D. kapsülde
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 Bilecik, Balıkesir, Tekirdağ, Bursa ve Çanakkale illerinde yapılan arazi 

çalıĢmalarında m
2
‟de bulunan nohutlarda hastalık Ģiddeti, nodül sayısı ve yabancı ot 

sayısı gözlemlenmiĢ ve rapor edilmiĢtir. 

Arazi çalıĢmaları boyunca nohut tarlalarında, nohutların D. rabiei hastalık etmenine 

maruz kalmasının çeĢitli nedenlerinin olduğu görülmüĢtür. Yapılan surveylerde 

hastalık Ģiddetine etki eden yükseklik, nem, yağmur, nodül sayısı, yabancı ot sayısı 

gibi etmenlerin de hastalık Ģiddeti ile iliĢkili olduğu gözlemlenmiĢtir. Bursa ilinden 

10 tarlada gözlem yapılmıĢtır. Değerlendirme yapılan tarlalarda D. rabiei hastalık 

Ģiddeti, m
2
‟de bulunan yabancı ot sayısı ve nodül sayıları; %34,78, 10,41 ve 1,29 

olarak belirlenmiĢtir (ġekil 4.2). 

 

ġekil 4.2.  Bursa ili 2014 yılı tarla verileri 

Balıkesir ilinde 30 tarlada survey yapılmıĢ % 30,75 hastalık Ģiddetine maruz kalan 

tarlalarda yabancı ot sayısı m
2
‟de 5,67, nodül sayısı ise 0,24 olarak belirlenmiĢtir 

(ġekil 4.3). Ayrıca Edincik ve Doğanpınar ilçelerinde yoğun Fusarium solgunluk 

hastalığına rastlanmıĢtır. 
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ġekil 4.3. Balıkesir ili 2014 yılı tarla verileri 

Bilecik ilinde 5 tarlada gözlem yapılmıĢ, hastalık Ģiddeti %21,75 olarak 

belirlenmiĢtir (ġekil 4.4). Ortalama yabancı ot yoğunluğu 0,65, nodül sayısı ise 0,53 

olarak belirlenmiĢtir. 

 

ġekil 4.4. Bilecik ili 2014.yılı tarla verileri 
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Tekirdağ ilinde 7 tarla içerisinde yapılan gözlem sonucunda hastalık Ģiddeti % 69,5 

olarak belirlenmiĢ, yabancı ot sayısı m
2
‟de 14,11, nodül sayısı ise 10,20 Ģeklinde 

tespit edilmiĢtir (ġekil 4.5).  

 

ġekil 4.5.Tekirdağ ili 2014 yılı tarla verileri 

Çanakkale ilinde 12 tarlada gözlem yapılmıĢtır. Değerlendirme yapılan tarlada 

D.rabiei hastalık Ģiddeti % 45,09, yabancı ot sayısı ve nodül sayısı sırası ile 5,85 ve 

3,15 olarak belirlenmiĢtir (ġekil 4.6). 

 

ġekil 4.6. Çanakkale ili 2014 yılı tarla veriler 
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Marmara Bölgesi genel olarak değerlendirildiğinde elde edilen veriler (ġekil 4.7) ‟de 

gösterilmiĢtir. D. rabiei en yüksek Tekirdağ ve Çanakkale illerinde saptanmıĢtır. 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.7. Marmara Bölgesi‟nde Didymella rabiei hastalık Ģiddeti (%), yabancı ot 

yoğunluğu (m
2
) ve nodül oranları. 

Tarla gözlemleri sonucu yapılan korelasyon testi ve varyans analizleri sonucunda 

hastalık Ģiddeti ile nodül sayısı, yabancı ot sayısı ve rakım arasında anlamlı bir iliĢki 

olduğu rapor edilmiĢtir. Tablo.4.1‟de korelasyon testi logaritması gösterilmektedir. 

Korelasyon analizleri değerlendirildiğinde, hastalık Ģiddeti ile rakım ve yabancı ot 

arasında anlamlı bir iliĢki bulunamamıĢtır. Hastalık Ģiddeti ile nodül sayısı arasında 

anlamlı bir iliĢki tespit edilmiĢtir.Yabancı ot ile nodül sayısında ise anlamlı bir iliĢki 

elde edilmiĢtir. Bu test sonucu ile arazi surveylerinde hastalık Ģiddetine etki eden 

faktörler gözlemlenmiĢtir. 
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Tablo.4.1. Marmara Bölgesi‟nde hastalık Ģiddeti, rakım, yabancı ot yoğunluğu (m
2
) 

ve nodül sayılarının korelasyon testi verileri 

 

4.2 Didymella rabiei Ġzolasyonları 

D. rabiei ile enfekteli olduğu tespit edilmiĢ bitki örnekleri izole edilmiĢtir. PDA besi 

yerinde bakteri kontaminasyonunu engellemek amaçlı streptomisin ve ampisilin 

antibiyotikleri kullanılmıĢtır. Besiyerinde fungal geliĢim 7-10 gün içerisinde 

gözlemlenmiĢtir.  

 

ġekil 4.8. Didymella rabiei izolatlarının PDA ortamindaki koloni morfolojileri (7 

günlük koloniler). 
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4.3 Fungal kültürlerde D. rabiei 'nin Morfolojik ve Mikroskobik Görüntüsü 

D. rabiei morfolojik görüntüleri ıĢık mikroskopunda incelenmiĢ ve teĢhisi 

yapılmıĢtır. 10x10 ve 10x100 büyütmelerde D.rabiei‟nin elips Ģeklinde, ortadan 

yamuk sporları gözlemlenmiĢtir. 

 
 

ġekil 4.9. Didymella rabiei konidilerinin ıĢık mikroskobunda10x100‟lük büyütmede 

elde edilen görüntüsü. 

 

4.4. EĢleĢme Tipi Analizleri 

Moleküler analiz çalıĢmalarında her ilden yaklaĢık olarak 20 izolat elde edilmiĢtir. 

Marmara Bölgesi‟nden 87 izolatın DNA izolasyonu yapılmıĢ ve 55 izolatın MAT 

sonuçları elde edilmiĢtir. 
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ġekil.4.10. EĢleĢme tipi spesifik PZR analizi sonucu oluĢan bantların agaroz jel 

elektroforez görüntüsü. M: 1 kb DNA markır, MAT 1.1 (700 bç), MAT 1-2 (500 bç). 

1-2 Çanakkale izolatları, 3-4 Bilecik izolatlari, 5-7 Bursa izolatları, 8-11 Tekirdağ 

izolatları ve 12-14 Balıkesir izolatları. 

 

ÇalıĢmada nohut yanıklığına neden olan bitkilerin alındığı Çanakkale, Bursa, 

Bilecik, Tekirdağ ve Balıkesir yörelerinin MAT DNA analizleri yapılmıĢtır. Tablo 

4.2.‟de Çanakkale, Bursa, Bilecik, Tekirdağ, Balıkesir illerine ait Ascochyta 

yanıklığı gösteren bitkilerden elde edilen DNA analizlerinde kullanılan D. rabiei 

izolatları, MAT analizi sonuçları ve eĢleĢme tiplerinin dağılım oranları 

verilmektedir.Yapılan MAT analizlerinde Tekirdağ ilinde MAT 1-1 oranı 6 , MAT 1-2 

oranının 3, Bilecik‟te MAT 1-1 eĢey tipinin bulunmadığı MAT 1-2 tipinin ise 15 

oranında olduğu gözlemlenmiĢtir. Balıkesir MAT1-1 oranı 7, MAT 1-2 oranı 4, 

Çanakkale MAT 1-1 oranı 3, MAT 1-2 oranı 8, Bursa MAT 1-1 oranı 7, MAT 1-2 

oranı ise 2 olarak rapor edilmiĢtir. (Tablo 4.2). 

Tablo 4.2. ÇalıĢılan izolatların lokasyonlara göre eĢleĢme tiplerinin dağılım oranları  

(MAT1-1: M1 ve MAT1-2: M2) 
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Bölgedeki illere ait izolatların PZR amplifikasyonundan elde edilen MAT 

sonuçlarında MAT1-1 idiomorfunun genel iller içinde 23 tane, MAT1-2 idiomorfunun 

ise 32 tane olduğu belirlenmiĢtir. Marmara Bölgesi‟nde eĢleĢme tipi oranının 1:1 

oranına uymadığı, rekombinasyon çeĢitliliği gözlemlenmiĢtir.  

4.5. Patotiplerin Belirlenmesi 

Her ilden beĢ adet izolat seçilmiĢ bu izolatlardan en düĢük ve en yüksek hastalık 

Ģiddetine sahip olan izolatlar CSMDA ortamına ekilmiĢ ve patotip denemesinde 

kullanılmıĢtır.15 günlük inkübasyon sonucunda spor yoğunluğu mikroskopta 

belirlenmiĢtir. 21 günlük yapılan skorlama sonucunda, hastalığa karĢı patotip 

karakterizasyonu Tablo 4.9‟da gösterilmiĢtir. Elde edilen verilere göre 5 ayrı ilden 

alınan izolatlar da 5 farklı nohut çeĢidine karĢı dayanıklılık gözlemlenmiĢtir. Bilecik 

ilinden alınan tek bir izolat ILC482 ve ICC12004 nohut türlerine karĢı hassasiyet 

göstermiĢtir. 
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Tablo.4.3 Patotip karakterizasyon verileri 
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BÖLÜM 5 

TARTIġMA VE SONUÇ 

Didymella rabiei, C. arientium’da ciddi ürün ve ekonomik kayıplara neden olan bir 

patojendir (Nene, 1980; Geistlinger, 1997; Saxena, 2011). Patojenik funguslar, 

konukçularını çeĢitli yöntemlerle enfekte ederler (Yoder, 2001). D. rabiei‟nin neden 

olduğu yanıklık hastalığı nohut yetiĢtirilen tüm alanlarda meydana gelebilir. D. 

rabiei birçok ülkede %100‟e varan ürün kayıplarına neden olmuĢtur. GeniĢ patolojik 

ve moleküler çalıĢmalara rağmen, D. rabiei‟de hızlı patojenik değiĢkenliğinin nedeni 

konukçu patojen evrimleĢmesi ile açıklanmaktadır (Shahid, 2008). 

Bu tez çalıĢmasında, Marmara Bölgesi‟ne ait illerde yapılan arazi çalıĢmaları 

sonrasında, Ascochyta yanıklığı hastalığı etmeni olan D. rabiei‟nin Ģiddeti, eĢleĢme 

tiği dağılımı ve patotip belirleme çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Bu araĢtırmalar sonucunda; 

Arazi çalıĢmalarında D. rabiei‟ye maruz kaldığı düĢünülen nohutların yaprak, gövde 

ve tohumlarından örnekler alınmıĢtır. Belirlenen 100 izolatta D. rabiei tek spor 

izolasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Fakat bu izolatların sadece 87‟sinde tek spor 

izolasyonu sağlanabilmiĢtir. Diğer izolatlarda yoğun Fusarium‟a rastlanmıĢ veya 

baĢka funguslar tarafından kontamisyona neden olmuĢtur.  

D. rabiei tarafından hasara uğradığı tespit edilen nohutların morfolojisinde 

baĢlangıçta kahverengi lekeler Ģeklinde ortaya çıkan fitopatolojik semptomlar daha 

sonra siyah halkalar Ģeklinde belirti göstermektedir. Sap ve dalları kuĢatan Ģekilsiz 

açık kahverengiden siyahımsı renge kadar değiĢen lezyonlar meydana gelmektedir 

(ġekil 3.1). YeĢil kapsüller üzerindeki lezyonlar ise koyu kenarlı, yuvarlak halkalar 

olarak gözlemlenmiĢtir. Yaprak üzerindeki lezyonlar ise yuvarlak kahverengimsi 

kırmızı halkalar Ģeklindedir. IĢık mikroskobu altında yapılan incelemelerde ise 

D.rabiei teĢhisi yapılmıĢ, besiyerinde oldukça fazla yayılım göstermiĢtir.
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Tekirdağ ilinde kısıtlı sayıdaki nohut tarlalarından alınan örneklerde hastalığın yoğun 

Ģekilde nohutlara zarar verdiği gözlemlenmiĢtir (ġekil 4.5). Bu da bölgede nohut 

yetiĢtirilen tarla sayısının azaltılmasının nedeni olarak görülmektedir. Çanakkale‟den 

alınan örneklerde de yoğun hastalık semptomları gözlemlenmiĢtir (ġekil 4.6). 

Balıkesir ilinden alınan örneklerde yoğun Fusairum ile enfekte olmuĢ nohutlar 

görülmüĢ, tek spor analizlerinde de Fusarium çıkıĢlı izolatlara rastlanmıĢtır (ġekil 

4.2). Bu veriler ıĢığında, nohudun baĢka funguslardan etkilenerek hastalandığı 

düĢünülmektedir. Yapılan istatistik analizler sonucunda bölgede yıllara göre nohut 

üretiminde ve veriminde azalmalar, hastalığın nohut tarımınındaki olumsuz etkisini 

göstermektedir. Son yıllarda kırsal nüfus, çok büyük azalma göstermiĢ, bunun 

sonucunda da göç kent nüfusunda büyük artıĢlara neden olmuĢtur. Üretici insanlar, 

kent hayatında tüketici durumuna gelmiĢlerdir. Tarım sektörünün ülke 

ekonomisindeki nispi önemi her geçen gün azalırken, hizmetler sektörünün nispi 

önemi ise artmıĢtır. Türkiye geçmiĢte tarımsal ürünler bakımından kendine yeten 

birkaç ülkeden biri iken günümüzde bazı ürünlerde ithalatçı konumuna gelmiĢtir. 

Sonuç olarak Türkiye tarımsal ürünlerde kendine yetecek ve tarıma dayalı sanayi 

ürünlerde AB gibi geliĢmiĢ ülkelerle rekabet edebilecek kalitede ürünler üretmeli 

bunun için politikalar geliĢtirmelidir (Uzundumlu, 2012).  

Marmara Bölgesi tarla gözlemleri sırasında da ekim alanlarının azlığı dikkati 

çekmiĢtir (EK 1). Yapılan arazi surveylerinde hastalık Ģiddeti değerleri 

karĢılaĢtırıldığında Bursa ilinde hastalık Ģiddeti, %34,78 Bilecik ilinde % 21.75, 

Balıkesir‟de % 30,75 iken Çanakkale‟de %45.09 ve Tekirdağ ilinde % 69.5 (ġekil 

4.7). Alınan veriler ıĢığında Çanakkale ve Tekirdağ ilinde hastalık Ģiddetinin diğer 

illerden yüksek çıkmıĢ olması nodül sayısı ve yabancı ot sayısı arasındaki iliĢkiye 

bağlanabilir. Yapılan kolerasyon testiyle de hastalık Ģiddetinin nodül sayısı ile 

yabancı ot sayısı arasında anlamlı bir iliĢki olduğu gözlenmiĢtir  (Tablo  4.1). 

Fungusların enfekte olmasında büyük bir rol oynayan diğer bir faktöründe yağıĢ 

miktarının olduğu düĢünülmektedir. Türkiye genelinde yıllık yağıĢ miktarları 

değerlendirildiğinde 2014 yılında yağıĢ 841 mm ile en fazla Marmara Bölgesi‟nde 

gerçekleĢmiĢtir (Hidrometeroloji ġube Müdürlüğü, 2015). YağıĢ miktarındaki yıllık 

artıĢlardan kaynaklı nem miktarında da artıĢ yaĢanmaktadır. Bu sebeple funguslarda, 

nem artıĢı ve rüzgar ile birlikte hastalığı diğer tarlalara yayabilmektedirler. Kimber 

vd. (2006) Ġsrail ve Avustralya‟da yapmıĢ oldukları çalıĢmada rüzgarın, 

epdemiyolojik yoğunluğu arttırdığını, uzun mesafelere kadar etmenin yayıldığını 
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göstermektedir. Arazi çalıĢmalarından elde edilen hastalık Ģiddetleri ile in vitro 

Ģartlarda ekilen nohutların patotip karakterizasyon çalıĢmasında belirlenen hastalık 

Ģiddetleri farklılık göstermiĢtir. Patotipleme çalıĢmasında kullanılan nohut 

genotipleri, hastalığa karĢı direnç göstermiĢtir. Patotip denemesinde, arazi Ģartlarında 

hastalık Ģiddeti yoğun olan bölgelerde dahil olmak üzere düĢük virülenslik 

göstermiĢtir. Bilecik izolatında ILC 482 ve ICC 12004 çeĢitleri hassas olarak 

belirlenmiĢtir (Tablo 4.3).Yapılan patotip denemesinde patojenitesi düĢük bulunan 

nohut çeĢitleri ile Marmara Bölgesi‟nde kullanılan nohut çeĢitlerinin kıyaslanması 

bölgedeki hastalık nedeninin anlaĢılmasında yardımcı olacaktır. Bölgede kullanılan 

nohut çeĢidinin, sertifikalı nohut çeĢidiyle değiĢtirilmesi, bölgedeki nohut 

verimindeki artıĢı sağlayacaktır. Ayrıca göz önünde bulundurulması gereken bir 

diğer konu ise nohut ekim zamanının Marmara Bölgesinin iklim Ģartlarına elveriĢli 

olarak ekimidir. Bu konuda Gül (2006) tarafından yapılan çalıĢmada Çanakkale 

yöresinde nohudun kıĢlık olarak yetiĢtirilebilme olanaklarını incelemiĢtir. KıĢlık 

ekimin, yazlık ekime göre daha fazla verim elde etmede önemli rol aldığını 

belirtmiĢtir. Uzun süreli ekim dönemi nohut yetiĢmesinde iyi bir olanak 

sağlamaktadır. Fakat Marmara Bölgesi‟nin yıllık yağıĢ miktarı ve nem oranı göz 

önüne alındığında kıĢlık ekimin hastalığa karĢı dayanılılık göstermede yetersiz 

kalacağı düĢünülmektedir. Bunun için yazlık ekim tercih etmek ve çiftçilerin 

dayanıklı tohum tercih etmeleri önerilmelidir. Sharma vd. (2011), gözlem metodu 

kullanarak nohutta Ascochyta yanıklığına karĢı dirençli nohut ekim yapmıĢlardır. 

Türkkan ve Dolar (2009), ülkemizin 5 ayrı bölgesinde yapmıĢ oldukları geniĢ çaplı 

patotip ırklarının belirlenmesi çalıĢmasında Güneydoğu  Anadolu, Ġç Anadolu ve 

Akdeniz Bölgelerinde Patotip I, Patotip II ve PatotipIII gruplarını belirlemiĢlerdir. 

Marmara Bölgesi‟nde D. rabiei izolatlarında daha önce yapılmıĢ bir patotipleme 

çalıĢması bulunmamakdır. Bu tez çalıĢması ile elde edilmiĢ olan sonuçlar Marmara 

Bölgesi nohut yetiĢtiriciliği yapılan alanlarında dağılım gösteren D. rabiei'nin 

popülasyonuna yönelik ilk veri niteliğindedir.  

Tez çalıĢması kapsamında yapılan eĢleĢme tipi analizlerinde, Bilecik ili hariç diğer 

tüm illerde eĢeysel döneme geçiĢin olduğu belirlenmiĢtir. Bilecik ilinde eĢeysel 

döneme geçiĢin olmayıĢı il çevresinde eĢeysel çeĢitliliğin meydana gelmediğini 

belirtmektedir. Bu da fungusun evrimsel sürecinde bir aĢama olarak bize dayanıklı 

nohut çeĢitlerinin kullanılmasında büyük adım atılması gerektiğinini 
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düĢündürmektedir. Ayrıca arazi çalıĢmaları sonuçlarında nohut tarlalarının azalması 

bölgede dikkat çeken bir diğer faktördür. Tarımsal öneme sahip olan nohutun 

verimini arttırmak ya da uygulanabilir ekim yerleri seçmek Marmara Bölgesi‟nin 

tarımsal faaliyetlerine önemli bir katkı sunacağını düĢündürmektedir. Bölgenin kıyı 

kesiminde yer alması ve nemli oluĢu D. rabiei‟nin epidemi yapabilme özelliğini  

arttırmaktadır. Yapılan arazi çalıĢmalarında da en fazla hastalığa maruz kalan 

bölgelerin Tekirdağ ve Çanakkale oluĢu kıyı bölgelerinde bulunmuĢ olmalarının bir 

sonucu olarak görülmektedir. 2014 yılı yağıĢ verilerinde en fazla yağıĢ alan illerin  

Tekirdağ ve Çanakkale olması da D.rabiei‟nin yayılımında önemli bir husus 

olduğunu düĢündürmektedir. Ülkemiz hem iklim Ģartları hem de jeolojik dağılımı 

açısından tarımsal faaliyetler açısından uygun bir ülke konumundadır. Tarımsal 

ürünlerde önemli bir paya sahip olan nohut için de elveriĢli bir bölge konumundadır. 

Fakat yapılan araĢtırmalar dünyanın pek çok ülkesinde nohuta zarar veren çeĢitli 

etmenlerden dolayı nohut üretiminin azaldığını göstermektedir. Ülkemizde de bu 

durum bölgesel farklılıklar gösterse de nohut üretiminin azaldığını istatistik verilerle 

doğrulamaktadır. Nohut veriminin ve üretiminin azalmasındaki faktörlerin en 

baĢında yer alan D. rabiei ile mücadelede çeĢitli önlemler alınarak bu zarar en aza 

indirgenmesi hem ekonomik açıdan hem de tarımsal alanların kaybı açısından büyük 

bir önem arz etmektedir. Yaptığımız çalıĢma ile; 

Marmara Bölgesi‟nin çeĢitli illerinde yetiĢtirilen nohut tarlalarının kaybını en aza 

indirgemek için öncelikle çiftçilerin ekim zamanı açısından bilinçlendirilmesi 

gerekmektedir. Yıllık yağıĢ göz önüne alınarak ekim zamanını belirlemek ürün 

kaybını azaltma da önemli bir durumdur.  

Yapılan eĢey tipi analiz sonuçlarına göre anlamlı derece rekombinasyonun varığı 

gözlemlenmiĢtir. Bu durum eĢeysel çeĢitliliğin varlığını göstermektedir. Çiftçiler 

ekim zamanı dayanıklı ve sertifikalı nohut çeĢidi kullanmaya teĢvik edilmesi ürün 

verimi açısından büyük önem taĢıyacağı düĢünülmektedir.  
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EKLER 

EK 1: Marmara Bölgesi 2001-2014 yılı nohut ekimi ve üretimi (TUĠK, 2014). 

 

Ek 2: Fungal Besi Ortam Ġçerikleri  

 

PDA (Potato Dextrose Agar)  (gr/lt))  

39 g Patates Dekstroz Agar  

12 g Agar  

 (dH2O ile 1 lt‟lik ortam hazırlanır)  

 

PDB (Potato Dextrose Broth)  (gr/lt))  

4 g Patates Özütü  (Infusion)  

EKĠM YILI ÜRETĠM (TON) EKĠLEN ALAN (hektar) ÜRETĠM 

KAYIPLARI (ton) 

2001/'02 535 000 645 000 6 955 

2002/'03 650 000 660 000 8 450 

2003/'04 600 000 630 000 7 800 

2004/'05 620 000 606 000 8 060 

2005/'06 600 000 557 800 7 800 

2006/'07 551 746 524 367 7 173 

2007/'08 505 366 503 674 6 570 

2008/'09 518 026 505 165 6 734 

2009/'10 562 564 455 934 7 313 

2010/'11 530 634 455 690 6 898 

2011/'12 487 477 446 413 6 337 

2012/'13 518 000 416 242 6 734 

2013/'14 506 000 423 557 6 578 
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20 g Dextrose  (dH2O ile 1 lt‟lik ortam hazırlanır 

CDA (Chickpea Seed Meal Dextrose Agar) (gr/lt)  

40 g Nohut Unu  

20 g Glukoz  

20 g Agar  

 (dH2O ile 1 lt‟lik ortam hazırlanır)  

 

Ek 3: Nükleik Asit Analizlerinde Kullanılan Solüsyonlar  

 

CTAB Solüsyonu (Cethyl Trimethyl Ammonium Bromid) (50 ml):  

10 ml %10 CTAB  

14 ml 5 M NaCl  

5 ml 1 M Tris-HCl  (pH: 8)  

2 ml 0.5 M EDTA  (pH: 8)  

19 ml ddH2O  

 

TAE (50x) (100 ml)  

24,2 g Tris-Base  

5.71 ml Glasial Asetik Asit  

10 ml EDTA  (0.5 M, pH: 8)  

 (dH2O ile 100 ml‟ye tamamlanır) 

Ek 4: Fungal Örnekleri Saklamada Kullanılan Solüsyonlar  

Gliserol Stok (100 ml) 

0,25 g NaCl 

20 ml Gliserol 

80 ml dH2O 

 (121
o
C, 15 dk, 1 Atm Ģartlarında otoklavlanarak hazırlanır. 


