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OZET

NOHUT ANTRAKNOZU ETMENI
ASCOCHYTA RABIEI (PASS.) LABR. iZOLATLARININ
MOLEKULER KARAKTERIZASYONLARI

OZKILINC, Hilal
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Bolimii
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Canan CAN
Temmuz 2006, 72 sayfa

Ascochyta rabiei (Pass.) Labr., tek konagi olarak bilinen nohut iizerinde ciddi sorun
olusturan fungal bir fitopatojendir. Calisma kapsaminda, basta nohudun orjin
alanlarin1 iceren Giineydogu Anadolu Bolgesi olmak {izere iilkemizde nohut
yetistiriciligi yapilan cesitli yorelere ait 4. rabiei izolatlarinda esey tipi dagilimu,
genomik DNA polimorfizmi ve vejetatif uyumlu gruplar (VCGQG) arastirilmis, Mat

genlerinin dizi analizleri gergeklestirilmistir.

A. rabiei i¢in Mat-spesifik primerler kullanilarak yapilan multipleks-PCR analizleri
ile izolatlarin mat tipi dagilimlar1 belirlenmistir. Matl-1/Matl-2 dagilim oranlari
yorelere gore onemli farklilik gosterirken, calisilan 7 ydreye ait toplam 116 izolatta
genel sonucun %59.5 Matl-1 ve %40.5 Matl-2 oldugu goriilmiistiir. Diinyada ilk
rapor teskil edecek olan yabani nohut tiirti Cicer pinnatifidum’da bulunan A4. rabiei
izolatlarinin mat tipi ise Matl-2 olarak belirlenmistir. Olduk¢a korunmus bolgeler
olarak bilinen mat genlerinin sekans analizleri gerceklestirilmistir ve bu genlerde
farkli yorelere ait izolatlar arasinda %90 ve lizerinde benzerlik oldugu tespit
edilmistir. Mikrosatellit DNA analizleri ile izolatlar arasinda polimorfizm
saptanmistir. A. rabiei izolatlarinda vejetatif uyumlu gruplar1 belirlemek iizere

yapilan ¢alismalarda nit mutant1 tespit edilememistir.

Anahtar Kelimeler: Ascochyta rabiei, mating type, MAT, microsatellite, VCG



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATIONS OF
ASCOCHYTA RABIEI (PASS.) LABR. ISOLATES
THE CAUSAL AGENT OF ANTHRACNOSE IN CHICKPEA

OZKILINC, Hilal
M.Sc. Thesis, In Biology
Supervisior: Assoc. Prof. Dr. Canan CAN
July 2006, 72 pages

Ascochyta rabiei (Pass.) Labr. is a host-specific fungal phytopathogen and causes
serious problems on chickpea. In this study, mating type distributions, genomic DNA
polymorphisms, vegetative compatible groups were investigated, and Mat genes
were sequenced for 4. rabiei isolates occurred in Southeastern Anatolia which has

origin areas of chickpea.

Multiplex PCR with A. rabiei MAT-specific PCR primers was used to determine the
mating type of isolates of 4. rabiei. Whereas Matl-1/Matl-2 ratio was being
different to provinces, of 116 isolates of A. rabiei from 7 provinces tested, 59,5%
were Matl-1 and 40,5% were Matl-2. A. rabiei isolates from wild chickpea species
Cicer pinnatifidum which is the first report in the world were Matl-2. Mat genes
which are known very conserved were sequenced and it was determined that among
isolates from different regions resembled 90% and upper to these genes sequences.
Polymorphism was detected among isolates with microsatellite DNA analyses. In
vegetative compatible group analyses, it was not determined nif mutants for A. rabiei

isolates tested.

Key words: Ascochyta rabiei, mating type, MAT, microsatellite, VCG
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TESEKKUR

Calismalarimda her an yanimda olan, iyi bir akademisyen olma hayalimin
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University’den Assoc. Prof. Dr. Tobin L. PEEVER’a

Arazi ¢alismalarinda Ascochyta rabiei ile enfeksiyonlu Cicer pinnatifidum
orneklerinin ilkini bularak c¢alismalara o6nemli bir katki saglayan Cukurova

Univeristesi’nden Sn. Dog. Dr. Hakan OZKAN’a,

Verilerin degerlendirilmesinde ve bitki materyali saglanmasinda yardimci olan

Harran Univeristesi’'nden Sn. Yrd. Dog. Dr. Abdullah KAHRAMAN’a,

Sicak bir aile ortamini hissettiren, her an yardima hazir olmalariyla giiven veren ve

boylece rahat bir ¢alisma havasi yasatan degerli boliim hocalarima,

Yontem asamalarimda verdigi fikirlerden dolayr Volcani Center/Israil’de doktora

ogrencisi Omer FRENKEL e,

Egitim hayatimda maddi agidan destek aldigim ve bu sayede maddi kaygi
yasamaksizin ¢alismalarimi daha rahat siirdiirebilmemde 6nemli rol oynayan TEV

(lisans) ve TUBITAK (yiiksek lisans) kurumlaria,
Manevi desteklerinden gii¢ kazandigim sevgili aileme ve degerli dostlarima,

Arazi ve laboratuvar c¢alismalarinda yardimci olan lisans 0grencilerinden Mehmet

Yal¢in ve Pelin Okkiran’a
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BOLUM I
GIRIS
Ascochyta rabiei, Ascomycetes sinifina dahil fungal bir fitopatojendir. Nohut (Cicer
arietinum L.) lizerinde “ascochyta yanikli§1” veya “nohut antraknozu” olarak bilinen
ve diinya c¢apinda nohut hastaliklar1 i¢inde en ciddi oldugu diisiiniilen hastaliga yol
acmaktadir (Akem, 1999; Nene, 1982). Nohudun tiim toprak {iistii kisimlarinda
hastaliga neden olan bu hastalik tohumu da etkilemektedir (Kaiser, 1981).
Dolayistyla patojenin tohumla taginimi séz konusudur ki, bu durum patojenin hayatta

kalmasini ve hastaligin diinya tlizerinde yayilimini kolaylastiran bir faktordiir.

A. rabiei heterotallik olup, seksiiel evreye sahiptir (Trapero-Casas ve Kaiser, 1992a;
Wilson ve Kaiser, 1995). Iki esey tipi vardir ve her ikisi de bir arada bulundugu
zaman sekstiel tireme ve bu sekilde rekombinant bireyler meydana gelebilmektedir.
Bu da, genotipik cesitliligi artirmaktadir. Bu varyasyon, direngli konak hatlarina
kars1 artmig virlilenslik ve fungusitlere karsi direng gelisimi gibi patojenle
miicadeleyi zorlastiran evrimsel gelisime yol agmaktadir (Milgroom, 1996; Kaiser,

1997b; Milgroom ve Fry, 1997).

A rabiei’nin genetik yapisit hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir (Geistlinger vd.,
2000; Peever vd., 2004). Bugiine kadar yapilmis calismalar ise A. rabiei
populasyonlarinda 6nemli derecede genetik varyasyon oldugunu ortaya koymustur,
fakat tiim bu caligmalarda 6rnek biiyiikliigiindeki sinirlamalar, deney diizenekleri ve

analizler, yeterince ayrintili genetik sonuglar saglamamistir (Peever vd., 2004).

1.1. Nohut Antraknozu

Nohut (Cicer arietinum L.), kendine dollek, 2N=16 kromozomlu, diploit ve tek yillik
bir bitkidir (Tekeoglu vd., 2000). Fasiilye (Phaseolus vulgaris L.) ve bezelye (Pisum
sativum L.)’den sonra diinyadaki en O6nemli {i¢iincii baklagildir (Tekeoglu vd.,
2000). Nohut, ~9.9 milyon ha alandan toplamda yaklagik 7.8 milyon ton iiretimi ile
diinya yemeklik baklagil liretiminde 3. sirada yer almaktadir (FAO, 2002, Abbo vd.
2003).



Global iiretimin %75’ini Hindistan saglarken, kalan iiretim Dogu Afrika, Akdeniz
Havzasi, Bati Asya, Avustralya, Dogu Avrupa, Kuzey ve Giiney Amerika’da
yapilmaktadir (FAO, 2002). Tiirkiye’de de yaklasik 575, 000 ha alanda kdltiirii
yapilan (FAO, 2001) 6nemli bir {iriindjir.

A. rabiei’nin neden oldugu hastalik, patojen gelisimini tesvik edici ¢evresel sartlar
altinda iriinii ciddi boyutlarda etkilemekte ve %100’e varan iiriin kayiplarina yol

acabilmektedir (Nene, 1984; Akem, 1999; Santra vd., 2000).

Hastalik simptomlar1 yaprak ucu solgunlugu, yaprak lezyonlari, gévde kirilmalarina
yol agan govde lezyonlari ve tohum hastaliklarina yol agan pod lezyonlari
seklindedir. En 6nemli zarar, govde kirilmalar1 ve pod hastaliklaridir (Reddy ve
Singh, 1990a). Fungal lezyonlar: yaprak¢iklar lizerinde dairesel veya uzamis formda
kahverengimsi-kirmizi hatlarla ¢evrelenmis sekildedir; yesil podlar iizerinde
piknidyalar1 igeren i¢ ige gecmis konsantrik halkalar seklinde olup, bu sirkiiler
lezyonlar siyah hatlarla ¢evrelenmistir; gévde ve petiyoller lizerinde ise 3-4 cm’e
kadar uzams, siyah benekler tasiyan kahverengi lezyonlar seklinde olup, etkilenmis
bolge cercevelenmis sekildedir (Abbo vd., 2003). Lezyonlar gévdeyi ¢evrelediginde
hastalikli bolgenin iist boliimi, ana gévde fungal lezyonla ¢evrelediginde ise bitkinin
tamami hizla 6lmektedir (Abbo vd., 2003). Hastalik baslangigta tarlalarda kii¢iik
alanlarda goriilmekte ve hastalik gelisimi i¢in optimal sartlar meydana geldiginde

hizla yayilmaktadir (Kaiser, 1973).

Hastalik tizerinde en biiyiik etkiye sahip g¢evresel faktorler sicaklik, yagmur ve
riizgardir (Weltzien ve Kaach, 1984; Nene ve Reddy, 1987; Trapero-Casas ve Kaiser,
1992b). Sicaklik ve riizgar hastalik gelisimini ve yayilimini etkilemesine ragmen,
¢ogu ascochyta hastalik ve epidemilerinin gelisiminde yagmur kritik faktordiir (Nene
ve Reddy 1987; Akem, 1999). Cogunlukla patojen, diger bir¢cok piknidyal funguslar
gibi, yagmur aracilifiyla pikniosporlarinin dagilmasiyla yayilmaktadir (Nene, 1984).
A. rabiei konidileri, yetisme sezonu boyunca, tarlalar i¢inde tekrarlayan sekonder
hastalik dongiilerine neden olabilir (Wilson ve Kaiser, 1995). Daha genis alanlarda
yayillim gostermesi ise eseysel iireme sonucu olusan askoporlari araciligiyla
olabilmektedir. Askosporlarin, kaynagi olan tarladan riizgar araciligiyla 15 km’ye
kadar olan uzakliktaki tarlalarda epidemilere yol acabildigi bilinmektedir (Kaiser,

1987) ve boylece patojenden ari nohut tohumlarinin kullanildigi alanlarda dahi



hastalik goriilebilmektedir (Trapero-Casas ve Kaiser, 1992a). Genis cografik alanlar
arasinda A. rabiei’nin yayillimi ise hastalikli tohumlarin tasinmasiyla
gerceklesmektedir (Kaiser ve Hannan, 1988; Kaiser, 1997). Hastalikli tohumdaki
patojen bes yildan fazla bir siire canli kalabilmekte (Kaiser, 1987) ve yildan yila

inokiiliim kaynag1 olabilmektedir (Kaiser ve Hannan, 1988).

Ascochyta spp. hastaliklarina karsi fungusitlerin kullanimi tam koruma vermemekle
beraber, ekonomik olmayip, direncli hatlarin gelistirilmesi, liretimin artmasi ve
stabilizasyonu i¢in en ekonomik yaklasim olarak kabul edilmektedir (Muehlbauer ve
Kaiser, 1994; Chen vd., 2004). Etkili bir sekilde direngli hat gelistirme programlari
icin de iiretim alanindaki patojen populasyonda bulunan patojenik varyasyonun

anlagilmas1 gereklidir.

1.2. A. rabiei’nin Simiflandirmadaki Yeri
A. rabiei’nin smiflandirma igerisindeki yeri Index Fungorum’a gore su sekilde
bildirilmistir:
Alem: Fungi
Sube: Ascomycota
Sinif: Ascomycetes
Alt Smf: Dothideomycetidae
Takim: Incertae sedis
Aile: Incertae sedis
Cins: Ascochyta

Tur: 4. rabiei

1.3. Nohudun Evrimi ve A. rabiei’nin Tarihi Siirec I¢erisindeki Etkisi

Nohudun orjin merkezi olarak Gilineydogu Anadolu Bolgesi/Tiirkiye ve Suriye
belirtilmektedir (Van der Maesen, 1987). Kiiltiir nohudu olarak bilinen C.
arietinum’un yabani atas1 C. reticulatum’dur (Ladizinsky ve Adler, 1976). Oldukca
simirlt ve seyrek bir dagilima sahip olan bu tiirlin gegmisi 10 000 yil Oncesine
dayanmaktadir ve neolitik ¢agda ortaya ¢ikmistir (Lev-Yadun vd., 2000; Zohary and
Hopf, 2000). Neolitik cag ile giinlimiizdeki Dogu Akdeniz, Orta ve Bati Asya



habitatlar1 ¢ok benzemektedir (Lev-Yadun and Weistein-Evron, 1994; Hillman vd.,
2001) ve daha sonraki donemlerde 6zellikle Avrupa kitasini etkileyen biiyiik klimatik
degisimler bu bolgelerde meydana gelmemistir (Bottema, 1995). Dolayisiyla o
donemden beri Cicer tiirlerinin dagilimi degismemistir ve C. reticulatum da olmak

tizere diger Cicer spp. lilkemiz sinirlar igerisinde dogal yayilima sahiptir.

Bugdaygiller ve baklagiller bir arada yaklasik 10 000 y1l 6nce kiiltiire alinmistir (Lev
Yadun vd., 2000). Bu tiirlerin orjin ve kiiltiire alinma merkezi olan ve iilkemiz
siirlarini da igeren Yakin Dogu’da hem yabani atalarin hem de kiiltlir formlarinin
yasam siklusu; kisin ¢imlenme, kis sonu-bahar basi ciceklenme ve yaz basi
olgunlasma seklinde olmustur ve kiiltiir nohudu hari¢ bu dongii bu sekilde kalmistir
(Abbo vd., 2003). 4. rabiei’nin neden oldugu nohut antraknozu, nohut iiretimi i¢in
ana sinirlayici biyotik faktordiir. Tarihi siire¢ igerisinde nohut ekimi, hastalik
siddetini azalttig1 ihtimalinden dolayi, kistan ilkbahara alinmistir (Abbo vd., 2003).
Bugiin de dominant uygulama bu sekildedir. Mercimek ve bezelye de Ascochyta spp.
tarafindan etkilenen baklagiller olmasina ragmen bu friinlerin kis ekimleri
degistirilmemistir (Abbo vd., 2003). Nohutta Ascochyta yamkhiginin etkisi ¢ok
biiylik boyutlarda olurken (ciddi epidemilerde %100°e varan kayiplar), mercimek ve
bezelyede hastaligin etkileri nohuda gore daha az belirgin olmakta ve 6énemli iiriin
kayiplar1 meydana gelmesine ragmen, ciddi epidemiler altinda bile bitkilerin
tamamen zarara ugramasi sik gézlenmemektedir (Gossen ve Moral, 1983; Baya vd.,

1992; Ali vd., 1994; Tivoli vd., 1996; Moral 1997; Abbo vd., 2003).

Arkeolojik kayitlar diger baklagillerle karsilastirildiginda nohudun belli bir evrede
ortadan kayboldugu ve sonra tekrar ortaya c¢iktigi seklindedir (Abbo vd., 2003). Bu
durum muhtemelen, A. rabiei etkisine kars1 ekim rejiminde degisiklige gidilmesi ile

ortaya ¢ikan adaptasyon siirecinden kaynaklanmaktadir (Abbo vd., 2003).

1.4. Ascochyta rabiei Populasyonlarinda Genetik Varyasyon Analizleri

Bitki  patosistemlerinin  birlikte  evrimlesmesini  anlamak i¢in, patojen
populasyonlardaki genetik varyasyonu analiz etmek gereklidir. Farkli genotip
setlerini kullanarak klasik biyolojik patotipleme, zahmetli, pahali ve zaman alici
olup, test ortaminin (¢evre) standartizasyonunu gerektirir ve de patojenik funguslar
karantina diizenlemelerine maruz kaldiklarindan diger iilkelerde tekrarlanamayabilir

(Weising vd., 1991).



Fungal genotipler, en giivenilir DNA polimorfizmi ile karakterize edilmektedir
(Morjane vd., 1994; Jamil vd., 2000). A. rabiei DNA’simin molekiiler analizleri hem
genetik olarak izolatlar1 simiflandirmak hem de patojen populasyonlar icindeki
varyasyonu Olgmek i¢in olduk¢a yaygin kullanilmistir. DNA polimorfizmi, A4.
rabiei'de genetik benzerligi, varyasyonu, iliskiyi analiz etmek i¢in son yillarda
artarak kullanilmaktadir. 4. rabiei'de genetik varyasyonun yiiksek diizeyleri, RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), RFLP (Restriction Fragment Polymorphic
DNA), AFLP (Apmlified Fragment Lenght Polymorphism) ve mikrosatellit
markirlart gibi DNA markirlar1 kullanilarak belirlenebilmektedir (Udupa vd., 1998;
Santra vd., 2001; Peever vd., 2004). Geistlinger vd. (2000), Phan vd. (2003a) ve
Peever vd. (2004), A. rabiei genom analizleri i¢in varyasyonu belirlemede hizli ve
giivenilir bir metod olan PCR teknigine dayali STMS (Sequence Tagged
Microsatellite Site = Hedeflenmis mikrosatellit bolge dizisi)'e ¢evrilmis mikrosatellit

markirlarini belirlemislerdir.

RAPD, genomda homolog bdlgelere baglanan rastgele oligoniikleotid primerlerinin
kullanildig1 ve boylece niiklear genomda farkliliklarin belirlenebildigi bir PCR
uygulamasidir (Welsh ve McClelland, 1990; Williams vd., 1990; Mitra vd., 2000).
RAPD analizleri, RFLP'de oldugu gibi genom hakkinda 6n bilgi gerektirmez (Rowe
vd., 1997). RAPD analizleri, basit, hizli ve radyoizotoplarin kullanimindan uzaktir
(Rowe vd., 1997). A. rabieinin bir¢ok filogenetik caligmalarinda RAPD markirlar
kullanilmistir, fakat tekrarlanabilirligi ve yeterli diizeyde polimorfizm ile ilgili
problemler, aragtirmacilarin baska markir teknolojileri kesfetmesine yol agmustir.
RFLP analizlerinde kullanilan hibridizasyon problar1 gibi mikrosatellit motiflerine
komplementer sentetik oligoniikleotidlerin kullanimi, RAPD'lerden daha duyarli bir

metod olarak kullanilmistir (Morjane vd., 1994).

Basit tekrar dizileri (SSR, Simple Sequence Repeats) ve degisken sayida rastgele
tekrarlar (VNTR, Variable Number Tandom Repeats) kodominant markir sistemleri
olarak kullanilabilmekte ve yaklasik 2-10 bg'lik mikrosatellit tekrar bolgesindeki
tekrarlardaki farklilik temeline dayanmaktadir (Tautz ve Renz, 1984; Weising vd.,
1991; Akkaya vd., 1992; Geistlinger vd., 1997a). Rastgele kisa DNA motifleri,
okaryotik genomlarda, genom boyunca cesitli bolgelerde (10”e kadar) yayilmustir
(Beckmann ve Weber, 1992; Wang vd., 1994).



Mini ve mikrosatellit oligoniikleotidleri, PCR primerleri olarak kullanilip genomik
DNA’da tekrar bolgelerinin arasini ¢ogaltmak icin kullanilabilmektedir. (Heath vd.,
1993; Meyer vd., 1993; Gupta vd., 1994; Zietkiewicz vd., 1994; Geistlinger vd.,
1997a). Bu sekilde olusan iirlinlerin elektroforetik ayrimi RAPD o&rneklerine
benzeyen DNA profilleri sunmaktadir (Williams vd., 1990; Weising vd., 1995b;
Geistlinger vd., 1997a).

Her bir mikrosatellit bolgesinin uzunluk varyasyonu, mikrosatellitleri igeren
bolgelerin yan bolgelerinin primer olarak kullanilmasiyla belirlenebilir (Powell vd.,
1996). Bu tip molekiiler markirlar STMS (Sequence-Tagged Microsatellite Site)

olarak isimlendirilmistir (Beckmann ve Soller, 1990) .

A. rabiei i¢in mikrosatellitleri iceren 37 klon NCBI web sitesinde yaymlanmistir ve
STMS analizleri i¢cin mikrosatellitleri i¢ceren 20 lokus ve bu lokuslara spesifik

primerler Gesitlinger vd (2000) tarafindan bildirilmistir.

1.5. A. rabiei’de Esey Tipi ve Onemi

Ascomycetes sinifinda, seksiiel iireme “mating type” veya “MAT” lokusu olarak
belirtilen tek bir diizenleyici lokus tarafindan kontrol edilmektedir (Coppin vd.,
1997; Nelson, 1996; Turgeon, 1998). MAT lokusunda alternatif diziler tam olarak
birbirine benzemez ve “idiomorflar” olarak isimlendirilir (Metzenberg and Glass,
1990). MATI-1, bir alfa domaini iceren DNA baglayict proteinini; MATI-2 ise,
HMG ( High Mobility Group) domaini iceren DNA baglayict proteinini kodlar
(Coppin vd., 1997; Turgeon 1998; Turgeon vd. 1993). MATI-1 ve MATI-2
idiomorflarinin her biri idiomorfu baslatan ve sonlandiran tek bir agik okuma bolgesi
(OFR, Open Reading Frame) igerir (Barve vd., 2003). A. rabiei’nin MATI-1 ORF’i
idiomorfun yaklasik %50’sini isgal ederken MATI-2 ORF’1 yaklasik %41 ‘ini isgal
etmektedir (Barve vd., 2003). A rabiei’nin MAT genleri zengin besi ortaminda ve
ciftlesmeye yonlendirmeyecek sicakliklarda, vejetatif gelisme boyunca yiiksek
diizeylerde ifade edilmektedir (Barve vd, 2003). MAT bolgesi tiirler i¢inde oldukca
korunmus bir bolgedir ve bu sebeple mat lokusu, birbirine yakin tiirlerin filogenetik
analizlerinde oldukg¢a kullanishidir (Poeggeler, 1999; Turgeon, 1998; Turgeon and
Berbee, 1998).



Geleneksel olarak, A4. rabiei’de mat tipleri, izolatlarin mat-test izolatlariyla
caprazlanmas1 sonucunda belirlenmektedir (Armstrong vd., 2001; Kaiser ve
Kiismenoglu, 1997; Wilson ve Kaiser, 1995). Mating tip icin geleneksel laboratuvar
testlemesi oldukca yorucu ve zaman alicidir. Barve vd. (2003) tarafindan mat
spesifik multiplex PCR analizi gelistirilmistir ve Coml, SP21, Tail 5 pimerleri
dizayn edilmistir. Com1/SP21’in kombinasyonu MatI-1 idiomorfu i¢in yaklagik 500
b¢ ve Coml/Tail 5 kombinasyonu Matl-2 idiomorfu i¢in yaklagik 700 bg¢ bolge
cogaltir. Sekil 1.1 mat genlerinin yapisini ve 4. rabiei’ye 6zgli esey tipini belirlemek

tizere PCR analizlerinde kullanilan primerleri gostermektedir (Barve vd., 2003).

MAT genleri
5F21 Com Ar20-3485
—_— -+ —
21NewL A >
— 1365 2517
B MAT 17 idiomorph il (2294 bp) R
a4 368
ORF1
Tails Ceami Ar20-3485
21Mewil A _"L - -
= 013 3124
MAT7-2 idiomorph HMG {2693 bp)
7] TERE
ORF1
I ] | | ] 1 i ]
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Sekil 1.1: MAT genleri ve A. rabiei’de esey tipini belirlemek iizere kullanilan
primerler (SP 21, Com 1 ve Tail 5) (Barve vd., 2003)

Uygun sartlar altinda A. rabiei’nin teleomorfu (Didymella rabiei), hastaliklt nohut
anizlan tizerinde gelisebilmektedir. A. rabiei’de teleomorfunun gelisimi, fiziksel
yakinlikta her bir esey tipinin varligina baghdir. Her iki mating tipi bulundugu
zaman, yasam siklusunda seksiiel rekombinasyon diizenli olarak meydana
gelmektedir (Barve vd., 2003; Trapero-Casas ve Kaiser, 1992a; Wilson ve Kaiser,
1995). A. rabiei’nin eseysel iireme gostermesi sonucu pseudotesya’larinda
rekombinant bir nesil olan askosporlar olusmaktadir. Pseudotesya’lari nohut yiginlari
tizerinde gelismekte olup, olgunlagsmasi ve askosporlari serbest birakmasi icin yiliksek
nem ve 5-10°C’de yaklagik 2 ay siire gerekmektedir (Navas-Cortes vd., 1998;

Trapero-Casas ve Kaiser, 1992b). Pseudotesyal gelisim, nohut yiginlar tarafindan



saglananin disinda gidaya ihtiyag duymaz (Trapero-Casas ve Kaiser, 1992b).
Sicaklik, pseudotesya indiiklemesi lizerinde sinirlayici bir etkiye sahiptir; fakat bu
etki daha ziyade olgunlagmasi lizerinedir. (Trapero-Casas ve Kaiser, 1992a). Uzun
kurak periyod, askosporlarin olgunlagsmasini geciktirebilir (Navas-Cortes vd., 1998).
Diinyadaki bircok {ilkede teleomorf kis boyunca iiretilmekte ve nohut {iriinleri
arasinda bir hayatta kalma evresi olarak fonksiyon gdstermektedir (Navas-Cortes
vd.,1995). A. rabiei’nin laboratuvar caprazlamalar1 benzer c¢evresel sartlarda, yash
nohut govdeleri lizerinde denenmistir (Trapero Casas ve Kaiser, 1992a; Wilson ve
Kaiser, 1995). A. rabiei’nin populasyon Orneklerinde mating tipi belirlemek ig¢in
mating tip analizleri genis olarak kullanilmistir (Armstrong vd., 2001; Kaiser ve
Kiismenoglu, 1997). Ancak, laboratuvarda ¢aprazlama yoluyla mating tipi belirleme
calismalari oldukca zaman alic1 ve yorucudur. PCR analizleri ile bugiin ¢ok daha kisa

siire i¢cinde sonu¢ alinabilmektedir.

Diinya lizerinde birgok bolgede A. rabiei’nin esey tipinin dagilimini belirlemek
lizere ¢esitli ¢aligmalar yapilmistir. Seksiiel evrenin varligi, patojenin bir tarladan
digerine yayilmasinda, hastaligin epidemiyolojisi veya nohut iiriinleri arasinda
patojenin uzun siire hayatta kalmasinda 6nemli bir etkendir (Kaiser ve Kiismenoglu,

1997).

Genetik rekombinasyon, patojenin genetik ¢esitliligini artirir (Geistlinger vd., 1997b;
Jamil vd., 2000; Santra vd., 2001; Peever vd., 2004). Bu varyasyon, direng¢li konak
hatlarina kars1 artmis viriilenslik ve fungusitlere kars1 direng gelisimi gibi patojenle
miicadeleyi zorlastiran bir degisime neden olmaktadir (Milgroom, 1996; Kaiser,
1997b; Milgroom ve Fry, 1997). Bunun yam sira, eseyli ilireme gostermeleri,
biyolojik ve filogenetik tiir siirlarini belirlemek ve konak-patojen spesifitesini
calismak iizere tiirler arasi caprazlama yapabilme olanagini da saglamaktadir (Kaiser

vd., 1997).

1.6. Vejetatif Uyumluluk ve Nit Mutantlar:

Hem vejetatif hem de generatif hiicre flizyonlar1 uyumlu irklarla sinirlandirilmistir
(Puhalla, 1985). Seksiiel flizyon i¢cin uyumluluk faktorleri “mating types (mt,
ciftlesme tipleri)” olarak bilinir. Bununla beraber farkli genlerin de ilgisi vardir
(Puhalla, 1985). Mating type (mt) genlerinin yaninda vejetatif diizeyde fonksiyonel
olan uyusmazlik genleri de vardir (Puhalla, 1985). Vejetatif uyusmazlik genleri



genellikle generatif liremeyi etkilememektedir (Puhalla, 1985). Vejetatif olarak
uyumsuz irklar arasinda seksiiel caprazlama olabilmektedir ve bu durum vejetatif
uyumsuzlugun seksiiel tliremeyi etkileyen faktorlerden bagimsiz oldugunu

gostermektedir (Puhalla, 1985).

Bir¢ok filament6z fungusta ayni tiirtin farkli bireyleri heterokaryon form olusturmak
lizere aseksiliel olarak birlesebilmektedirler (Leslie, 1996). Olusan heterokaryon
stabil ise, bu yapiya katilan bireyler vejetatif olarak uyumludur ve ayni vejetatif

uyumlu gruba (VCG) dahil edilirler (Leslie, 1996).

Bir VCG fenotipinden sorumlu olan vejetatif uyumsuzlugu kontrol eden genler (vic
genleri) genom boyunca dagilmistir (Leslie, 1996). Seksiiel donem boyunca bu
genlerin farkli kombinasyonlar1 olusur ve her bir yeni kombinasyon bir bir VCG
(Vegetative Compatible Group = Vejetatif Uyumlu Grup) olarak ortaya cikar. Vic
lokusundaki bir allelik farklilik vejetatif uyumsuzluga neden olabilmektedir (Leslie,
1996). Mayotik ayrim vic genleriyle beraber vejetatif uyumsuzlukla ilgili olmayan
genleri de igermektedir (Puhalla, 1985). Bu sekilde belirli vic kombinasyonlar ¢esitli
diger gen veya genlerle iliskide olabilir (6rn; patojeniteyi kontrol eden genler)
(Puhalla, 1985). Boyle bir olasilik belirli bir VCG ile patojenite arasinda bir iliski
kurar ki boyle bir olasilik (patotip-VCG) halen arastirilmaktadir (Puhalla, 1985).

Nit mutantlar1 nitrati metabolize edemezler ve bu mutantlarin belirlenmesi icin
nitratin analogu olan klorat iceren ortamlar kullanilmaktadir (Puhalla, 1985). Nitrat1
kullanabilen izolatlar klorat’1, toksik olan klorit’e indirger ve sonugta bu ortamda
yasayamazlar. Klorat’a dayanikli oldugu gozlenen izolatlardan alinan misel 6rnekleri
nitrojen kaynagi olarak nitrat iceren minimal ortama (Puhalla ve Spieth, 1983)
aktarildiginda nit mutant1 degilse yabanil tipte gelisme gdsterirken, nit mutanti ise
ince ve yari-seffaf miselyuma sahip mutant goriintiisiinde gelisme gosterir (Puhalla,
1985). Nit mutantlarinin varlig1 komplementasyon testleri kullanilarak bu mutantlarin
vejetatif uyumluluklarina gore siniflandirilmasinda kolaylik saglamaktadir. Farkl nit
mutantlarinin - minimal ortamda c¢aprazlanmasiyla uyumlu irklar arasinda
makroskobik olarak gozlenebilen heterokaryon olusumu meydana gelmektedir
(Puhalla, 1985). Bu sekilde izolatlarin hem mutant karakterizasyonu yapilabilmekte

hem de VCG gruplar1 belirlenebilmektedir.



Ascochyta rabiei ile ilgili nit mutantlar1 ve VCG hakkinda yapilmis ayrintili bir

calisma mevcut degildir.

Fitopatojen fungal populasyonlarin genetik yapisinin aydinlatilmasi; biyoloji,
epidemiyoloji ve evrimlerini anlama yolunda onemli isaretler verecek ve de bitki
hastaliklarinin kontrolii i¢in ipuglar1 ve strateji Onerileri saglayacaktir (Milgroom,

1996, Milgroom ve Fry 1997, Peever vd. 1999, Peever vd. 2000a).

Bu tez caligmasi kapsaminda basta nohudun orjin bdlgelerini iceren Gilineydogu
Anadolu Bolgesi’ne (Gaziantep, Diyarbakir, Sanlurfa) ve iilkemizde nohut
yetistiriciligi yapilan birka¢ yoreye (Adana, Mersin, Kahramanmaras, Eskisehir) ait
A. rabiei populasyonlarinin esey tipi dagilimini belirlemek, olduk¢a korunmusg
oldugu bilinen mat genlerinde herhangi bir polimorfizm olup olmadigini anlamak
tizere bu genleri klonlamak ve dizi analizleri ile kiyaslamak, mikrosatellit markirlar
ile populasyon i¢i ve populasyonlar arast polimorfizm olup olmadigini incelemek
amaclanmistir ve A. rabiei igin vejetatif uyumlu gruplarin ve nit mutantlarin
arastirilmasi agisindan baslangi¢ olabilecek ¢alismalar yapilmistir. Calisma sonuglari
bolge ve iilke icin ilk raporlart teskil etmesi; patojene ait populasyonlarin ¢cok yonlii
arastirma sonuglarini sunmasi ve molekiiler diizeyde tanitmasi adina Onem
tasimaktadir. Konak-patojen ortak gelisimi ve evrimlesmesi dikkate alindiginda, 4
rabiei’nin de orjini olabilen alanlara ait populasyonlarin arastirilmasi, 4. rabiei’nin

evrim analizlerine 6nemli katkilar saglayacaktir.
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BOLUM 2
LITERATUR OZETLERI

Nohut antraknozu etmeni i¢in Phyllostica rabiei (Pass.) (Sprague, 1930), Phoma
rabiei (Pass.) (Khune ve Kapoor 1980, Singh vd., 1997) ve Ascochyta rabiei (Pass.)
(Labrousse, 1931) isimleri Onerilmistir. Fakat ilk iki isim yaygin olarak kabul
edilmemistir. Ascochyta rabiei’nin teleomorfu Didymella rabiei orijinal olarak
Kovachevski (1936) tarafindan Mycospharella tiirine dahil edilmis fakat daha sonra
Muller ve von Arx (1962) tarafindan pseudotesyum biiyiikliigii, askospor biiytikliigii,
fasikiilat olmayan askuslarin ve pseudoparafizlerin varlig1 temel alinarak Didymella

tiirii olarak alinmistir.

Ascochyta rabiei (Pass.) Labrousse tarafindan neden olunan antraknoz hastaligi
nohut yetistiriciligi yapilan tiim {lkelerde {iretimi sinirlandiran en onemli faktor
olarak bilinmekte olup (Chaube ve Mishra, 1992), patojen i¢in uygun iklim
kosullarinin meydana geldigi yillarda epidemik hastaliklar ile ciddi iiriin kayiplar
meydana gelmektedir (Chaube ve Mishra; 1992; Khan vd., 1999). Ulkemizde de
antraknoz hastaliginin nohut iiretiminde 6nemli bir problem oldugu rapor edilmistir

(Kaiser ve Kiismenoglu, 1997; Giilli vd., 2002; Can vd., 2005).

Hastalik, nohut bitkisinin govde, yaprak ve kapsiillerinde nekrotik lekelerin olusmasi
ile karakterize edilmekte ve ileri donemlerde govde ve dallarda kirilmalara neden
olarak bitki 6liimii ile sonu¢lanmaktadir. Etmen, pseudotesya ve piknidya formunda
kis1 gecirmekte, ilkbaharda yeni ¢ikan bitkilerde ilk hastaliklar1 gerceklestirmektedir
(Wilson ve Kaiser, 1995). Bitki dokusunda olusturulan piknidya yataklar1 nekrotik
lezyonlar formuna doniismekte, bu yataklardan nemli kosullarda salinan konidiler,
yetisme periyodu boyunca sekonder hastaliklar1 meydana getirmektedir (Wilson ve
Kaiser, 1995). Hastalikk dongiisiiniin sayisi, hastalik siddetini ve yayginligimi
belirlemektedir(Wilson ve Kaiser, 1995).

Ascochyta yanikligi, iriiniin herhangi bir gelisme evresinde tiim toprak iistii

kisimlarini etkileyerek, dokularin hizla ¢okmesini ve nekrotik lezyonlarin hizla
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yayilmasini sonuglayarak hizli bir sekilde yayilmaktadir (Shtienberg vd., 2000).

Patojen, “apressorium” yapisinin olusumundan sonra epidermise ve/veya hidatotlara
direkt penetrasyonla bitkiye giris yapar ve hastalik olusturur (Hohl vd., 1990; Kohler
vd, 1995). Penetrasyon sadece mekanik giicle degil, hidrolitik enzimlerin etkisiyle de
gerceklesir (Tenhaken, 1992). A. rabiei, epidermis altinda olarak apoplastik boslukta
yayilir, hiicreler arasi1 kisimlar1 ve hiicreleri istila eder, yaprak dokusunun hizla
yikilmasina ve plazmolize neden olur ki bu durum sonugta, nekrotik bolgelerin ve
piknidyalarin gelismesine yol acar (Hohl vd., 1990; Kdhler vd., 1995). Piknidyalar
genellikle, bitki dokularmin vaskiiler bolgelerinin yaninda gelisir (Kohler vd., 1995).
Fungal gelisimin temel yonii, yaprakgiklardan petiyollerin vaskiiler bolgeleri
aracilifiyla govdeye/dallara dogrudur. Sonunda yaprake¢iklar, petiyoller ve dallar
fungal hiflerle istila edilir (Ko6hler vd., 1995).

Gaur (2000), orta veya ciddi derecede antraknozlu yapraklarda hem klorofil a hem de
klorofil b’nin iiretiminin 6nemli derecede azaltildigini tespit etmistir. Bu durum, A.
rabiei tarafindan iretimin inhibe edildigine veya klorofillaz aktivitesinin

giiclendirildigine baglanmistir (Gaur, 2000).

Fungal ekzotoksinler, fungal hiflerin ilerleyen hastalik prosesinde, duyarl kiiltiirler
tizerinde hiicre morfolojisindeki degisikliklerden sorumludur (Pandey vd., 1987;
Hohl vd., 1991). Hastalikli nohut dokularindan izole edilmis toksinler, solanopirones
A, B, C (Alam vd., 1989; Hohl vd., 1991; Latif vd., 1993) igermektedir. Farkl1 A.
rabiei izolatlari, toksin bilesenleri ve miktarlari agisindan farklilik gdstermistir (Latif
vd., 1993). Solanpirones A en toksigi olup bunu B ve C izlemektedir (Kaur, 1995).
Solanopirones A, B ve C, hem tek tek hem de kombine halde etki eder (Alam vd.,
1989; Kaur, 1995). Latif vd. (1993) ve Kaur (1995) farkli A. rabiei izolatlarinin
toksin irilinleri ve nohut lizerindeki patojenetileri arasinda korelasyon oldugunu
bulmustur. Ayrica fungal izolatlar arasinda, biyokimyasal olarak dikkat ¢ekici bir
heterojenite belirlenmistir (Latif vd., 1993). Kiiltiir sartlar1 da toksin {retimini
etkilemektedir (Chen ve Strange, 1991).

Daha viriilent A. rabiei izolatlarinin daha fazla toksijenik ve daha duyarli nohut
genotiplerinin daha fazla toksin duyarliligi oldugu belirlenmistir (Latif vd., 1993).

Direngli genotiplerin yapraklar1 {lizerinde piknidyalar tarafindan toksin iiretiminin
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inhibe edildigi (Platerosanz ve Fuchs, 1978; Hohl vd., 1991), azaltimis toksin
duyarliligi icin daha yiiksek toksin esigini baz aldigi veya detoksifikasyon

mekanizmasina sahip oldugu (Johal ve Briggs, 1992) ihtimalleri 6ne siirtilmustiir.

Tarla yiizeyinde hastalikli nohut yiginlarinin birakilmasi, kis aylar1 boyunca
Didymella rabiei pseudotesyalarinin gelisimine katkida bulunabilmektedir (Trapero-
Casas ve Kaiser, 1992a). Toprak yiizeyinde birakildiginda, pseudotesya ve
piknidyalarin en az 2 yil yasayabildigi belirlenmistir; fakat yiginlar gomiildiikten
sonra ancak 2 aydan 5 aya kadar hayatta kalabilmektedir (Navas-Cortes vd., 1995).

Etmenin eseysel donemi ilk kez Kovachevski (1936) tarafindan Bulgaristan’dan
rapor edilmistir. 4scomycetes sinifina dahil edilen etmen heterotallik olup tek bir
MAT lokusuna sahiptir. MATI-1 ve MATI-2 olmak {iizere iki alternatif formu
bulunmaktadir. Ascomycetes’lerde eseysel dongiiyii kontrol eden MAT lokusu
tizerinde yapilan caligmalar belirli bir homolojinin olmadigini ortaya koymustur ve
bu nedenle idiomorf olarak isimlendirilmistir (Metzenberg ve Glass, 1990; Arie vd.,
2000). MATI-1 ve MATI-2 genleri DNA baglayici proteinleri kodlamaktadir
(Coppin vd., 1997; Turgeon vd., 1998). Eseysel dongiiniin meydana gelmesi i¢in bu
iki alternatif forma sahip izolatlarin bir araya gelmesi gereklidir (Trapeco-Casas ve

Kaiser, 1992a; Wilson ve Kaiser, 1995).

Morfolojik olarak birbirine benzeyen Ascochyta fabae ve Ascochyta lentis arasinda
yapilan melezleme caligmalari anormal déllerin olusumu ile sonuglanmigtir ve bu
tirlerin kendi konukcgular1 disindaki bitkilerde hastalik meydana getirmedigi
bilinmektedir (Kaiser vd., 1997). Dolayisiyla baklagiller iizerinde patojen olan farkl
Ascochyta spp.’leri arasindaki benzerlik ve farkliliklarin belirlenmesinde MAT

lokusunun 6nemli oldugu diistintilmektedir (Turgeon, 1998).

Arie vd. (1997) tarafindan yapilan ¢alismada Ascomycetes’lere ait MAT genleri,
MAT-HMG kutusunun PCR analizleri ile c¢ogaltilarak klonlanmistir. Bunun igin

rastgele ve spesifik primerlerin kombinasyonu ile Tail-PCR prosediirii kullanilmigtir.

A. rabiei’nin MAT analizleri klasik yontemlerle standart MATI-1 ve MATI-2
izolatlar1 kullanilarak gerceklestirilmektedir (Wilson ve Kaiser, 1995). Bununla

birlikte MAT lokusunun haritas1 ve bu bolgeye 6zgii primerler kullanilarak DNA
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seviyesinde belirlemelerin yapilmasina iliskin ¢aligsmalar rapor edilmistir (Barve vd.,

2003; Phan vd., 2003a).

Barve vd. (2003), 4. rabiei’de Tail-PCR ve inverse PCR teknikleri ile MAT lokusunu
ve HMG kutusunu karakterize etmisler ve mat spesifik multiplex-PCR analizini
gelistirmiglerdir. A. rabiei’nin MATI-1 bolgesinin 2294 ve MATI-2 bolgesinin ise
2693 baz c¢ifti oldugunu rapor etmislerdir. Arastirmada, MAT-spesifik PCR
(Polymerase Chain Reaction) primerleri kullanilarak izolatlarin  mat tipi
belirlenmistir. Ayrica A. rabiei’nin baklagillerde sorun olan diger Ascochyta
tirlerinden (4. lentis, A. pisi ve A. fabae) filogenik olarak farkli oldugu rapor
edilmistir. Ayrica MAT proteinleri, MAT lokusuna ait open reading frame (agik
okuma cergevesi) bolgesi, HMG dizi analizleri ve filogenetik iliskiyi ortaya koymak
icin ITS analizleri ile A. rabie, baklagilleri konak alan diger fungal tiirler ile
karsilastirilmigtir. Yapilan ¢calismada, HMG ve alfa kutusu domain proteinlerine ve
ITS analizine gore, A. rabiei’nin, Cochlyobolus heterostropus ve Alternaria
alternata ile daha yakin akrabalik bagina sahip iken, Mycospharella graminicola ile
olduk¢a uzaktan baglantili oldugu belirlenmistir. Yine HMG analizleri ile A4. fabae
ve A lentis’in birbirlerine A rabiei’den ¢ok daha yakin akraba oldugu ortaya
koyulmustur. A rabiei’nin MAT genleri zengin ortamda ve c¢iftlesmeye
yonlendirmeyecek sicakliklarda vejetatif gelisme boyunca yiiksek diizeylerde ifade

edildigi belirtilmektedir.

Peever vd. (2004) Amerika Birlesik Devletleri’nin Kuzaybati Pasifik’inde 4.
rabiei’nin ge¢gmis donemlere ve giinlimiize ait populasyonlarimin AFLP, STMS ve
mating tip analizlerini yapmislardir. Bolgede ilk seksiiel formasyonun 1980’lerde
olustugunu belirlemisler ve bu tarihlerde Suriye veya Hindistan’dan gelen hastalikli
tohumun patojen girisine yol ac¢tifin1 iddia etmislerdir. Bu iddialarmi test etmek
lizere A. rabiei’nin populasyon yapilarini ve fileocografik durumlarini incelemeye
devam ettiklerini bildirmislerdir. Ge¢mis ve yeni doneme ait A. rabiei alt
populasyonlar1 arasinda onemli genetik farkliliklar belirlenmistir. STMS ve AFLP
analizleri ile bu farkliliklar ortaya koyulmustur. A. rabiei’nin seksiiel evresinin
bircok kez rapor edildigi (Kaiser ve Hannan, 1987; Kaiser 1997b) bolgede, A. rabiei

icin rekombinasyonun diizenli bir biyolojik 6zellik oldugu belirtilmistir
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Navas-Cortes vd. (1998), mat tipi testlemesinde Ispanya’dan 17 ve Amerika Birlesik
Devletleri’'nden 7 izolat 6rneginde 1:1 mat tipi oranini bulmustur. Ayni sekilde,
Barve vd. (2003), Amerika Birlesik Devletleri’nin Kuzeybati Pasifik’indeki iki farkl
tarlada mat tipi dagilimini esit oranda bulmustur. Kaiser ve Okhvat (1996), Iran’dan
9 izolatta mat tipi oranini 1:1’e yakin bulmustur. Buna karsin, Navas-Cortes (1998)
tarafindan testlenmis Hindistan’dan 5 izolat ve Pakistan’dan 8 izolat sadece MATI-1
olarak ve Yunanistan, Hindistan ve Morocco’ya ait izolatlarn kii¢iik bir populasyonu
MATI-2 olarak bulunmustur. Amerika Birlesik Devletleri’nin Kuzeybati
Pasifik’indeki farkli tarla ve yillara ait populasyonlarin mat tipi analizleri Peever vd.
(2004) tarafindan yapilmistir. 1983 doneminden izolatlar sadece MAT1-1 iken, 1984,
1987 ve 1988-2000 boyunca diger tarlalara ait populasyonlarda mat tipi dagiliminin
hemen hemen esit oranda oldugu bildirilmistir. Kaiser ve Kiismenoglu (1997),
Tiirkiye’deki 23 ilden 145 A. rabiei izolatinda mat tiplerini arastirmiglardir ve
izolatlarin %59 unun MATI-1 ve %41’ inin MATI-2 tipinde oldugunu bulmuslardir.
Avustralya’da yapilmis bir calismada sadece MATI-I tipi belirlenmis olmasina
ragmen, nohut amizinin iginde D. rabiei’nin bulunmasi her iki mat tipinin
bulundugunu gostermektedir (Galloway ve McLeod, 2003). Saskatchewan’in nohut
yetistirilen bolgelerinde 1997°den 1999°a kadar A. rabiei’'nin MATI-1 ve MATI-2
frekansi lizerine caligsmalar mat tiplerinin var oldugunu ve benzer frekansta meydana

geldigini gostermistir (Armstrong vd., 2001).

Etmenin genetik karakterizasyonu iizerinde yapilan en dnemli ¢alismalar Almanya,
Suriye, Ispanya, italya, Tunus, Cezayir ve Amerika gibi iilkelerden rapor edilmistir.
Udupa vd. (1998) Suriye’den toplanan A. rabiei izolatlarinin RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) ve mikrosatellit markirlar kullanarak genotip-spesifik
DNA profillerini belirlemislerdir. Italya’da 4. rabiei izolatlar iizerinde yapilan
calismada patolojik gruplar ve RAPD profilleri arasinda bir korelasyon
saptanamamustir (Fischer vd., 1995).

Santra vd. (2001) Hindistan, Suriye, Amerika ve Pakistan’dan toplanan izolatlarin
RAPD markirlar ile karakterizasyonu iizerinde yaptiklar1 calismada, izolatlarin
orijinlerine gére A ve B olmak {izere bir dagilim gosterdiklerini rapor etmisler.

Ayrica Hindistan orijinli izolatlara 6zgii DNA markir belirlemislerdir.
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A. rabiei’nin mikrosatellit bolgelerinin PCR analizleri, (CATTT),, (CATTA),,
(CATATCATTT), ve (TATTT), motiflerinin sik tekrarlandigin1 ve baz dizilimi
acisindan bu bolgelerde yiiksek oranda polimorfizm bulundugu ortaya koyulmustur
(Geistlinger vd., 1997a). (GTTTGG);, (GGAT)s, (GATA)4, (GACA)s, (GAA)s
oligontikleotid tekrarlarin primer olarak kullanildig1 Tunus ve Suriye’ye ait A. rabiei
populasyonlarinda polimorfizm belirlenemezken, ayni oligoniikleotidlerin prob
olarak kullanildigt RFLP calismalarinda polimorfik bant profilleri goriilmiistiir
(Gesitlinger vd.,1997a). Mikrosatellit markirlarin kullanildig1 diger bir c¢alismada
Akdeniz ve Pakistan orijinli izolatlarin yakin genetik benzerlik gosterdigi
belirlenmistir (Geistlinger vd., 1997b). Aym arastirmada, A. pisi izolatlarinin, A.
rabiei izolatlar ile yakin bir genetik yapiya sahip oldugu; fakat A. fabae’nin farkh

oldugu rapor edilmistir.

Hindistan, Pakistan, Ispanya ve Amerika’dan toplanan A. rabiei izolatlarmin mat tipi,
patotip ve RAPD analizlerinin yapildig1 diger bir ¢alismada, izolatlarin orijinlerine
bagli olarak gruplandirilabilecegi belirtilmistir (Navas-Cortes vd., 1998). Ayni
calismada genetik markirlarin eseysel melezlerde kullanilabilecegi, fakat virulens

markir1 olarak kullanilabilecek potansiyele sahip olmadigi belirtilmistir.

Morjane vd. (1994), (CAA)s, (CA)s ve (GATA), ve (CAT)s primerlerini kullanarak,
Tunus’tan toplanan izolatlarda genetik farkliliklar1 belirlemislerdir. Bu ¢alismada 5
tarladan 156 izolat toplanmis ve 17 farkli genotip tespit edilmistir. Bir bitkiden alinan
orneklerde farkli genotiplerin belirlendigi calismada, bir tarlada ¢ok sayida genotipin
bulunabilecegi rapor edilmistir. Jamil vd. (2000), Pakistan’in ¢esitli bolgelerinden
toplanan 130 A. rabiei izolatinin genetik ve patojenik profili iizerinde yaptiklari
calismada, (CAA)s, (GAA)s, (GA)s, (CA)s ve (GATA)s markirlarinin 6 farkhi
genotipik grup ortaya koydugunu rapor etmislerdir. Genotiplerin bolgeye o0zel
oldugunun belirlendigi ¢alismada, izolatlar arasinda patojenik bir ayrim

gerceklestirilememistir.

A. rabiei’de de c¢alisilmis olan bazi tekrarlayan oligoniikleotid primerleri,
Colletotrichum acutatum -tim diinyada bir¢ok {iirlin lizerinde antraknoz hastaligina
neden olan filamentdz bir fitopatojen- populasyonlar iizerinde molekiiler markir
olarak kullanilmistir. Freeman vd. (2000) tarafindan anemon c¢igegini konak olarak

kullanan ve anemon antraknozuna neden olan Israil’den elde edilen Colletotrichum
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acutatum populasyonlar1 lizerinde (CAG)s, (TGTC)4, (ACTG)s, (GACAC); ve
(GACA); oligoniikleotid primerleri kullanilarak yapilan PCR analizleri sonucu
calisilan izolatlardan biri haric olmak {izere izolatlar arasinda benzer bant
profillerinin olustugu goriilmiistiir. Freeman vd., 2001, birka¢ konaktan elde edilmis
Colletotrichum acutatum izolatlarim1 ¢esitli molekiiler metodlarla karakterize
etmislerdir. Bu amacla; tiir-spesifik primerlerle PCR analizleri, rasgele se¢ilmis
primerlerle amplifikasyon, mitokondrial DNA ile ilgili bolgelerin amplifikasyonu
restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesimi ve ITS 1 ve ITS 2 ve ITS 1-2
bolgelerin ¢ogaltilmast ve sekans analizleri gerceklestirilmistir. Rastgele se¢ilmis
primerler olarak (GTG)s, (GACAC)s, (CAG)s ve (GACA), kullanilmistir. Molekiiler
analizlerle, ¢alisilan izolatlar dort alt gruba ayrilmistir. 1. alt grupta badem, elma,
seftali, ve ac1 bakla’dan elde edilmis U.S. izolatlari; II. alt grupta anemon, zeytin,
cilekten elde edilen izolatlar ve III. alt grupta Israil’den elde edilen badem ve
Ispanya’dan elde edilen ¢ilek ve IV. alt grupta anemondan elde edilmis tek bir izolat

bulunmaktadir.

A. rabiei iizerindeki bircok genetik caligmada, patojen populasyonlar icinde ve
arasindaki benzerlik diizeyini belirlemek icin RAPD markirlar1 kullanilmigtir. 48
RAPD primeri diinyada nohut yetistirilen farkli bolgelerden elde edilmis
populasyonlar tiizerinde kullanilmistir ve cluster analizi bu izolatlar1 cografik
orjinlerine gore gruplandirmistir (Santra vd., 2001). 4. rabiei’de RAPD markirlar
aracilifiyla ¢ok az varyasyon ortaya koyulmustur (Udupa vd. 1998). A. rabiei
genomunu daha etkin karakterize etmek icin RAPD markirlar1 ile birlikte
mikrosatellit markirlar1 da kullanilmistir (Udupa vd., 1998; Lichtenzveig vd., 2002;
Phan vd., 2003a).

Geistlinger vd. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada A4 rabiei i¢in 20 mikrosatellit

lokusu karakterize edilmistir.

Lichtenzveig vd. (2002), 37 STMS primer ¢iftini taramistir ve 13'iiniin (%35) net ve

tekrarlanabilir polimorfik iirtinler gosterdigini bulmustur.

Bir¢ok c¢alismada A. rabiei izolatlarinin patojenitesi ve RAPD veya mikrosatellit
cesitliligi arasinda herhangi bir korelasyon bulunmamistir (Navas-Cortes vd., 1998;

Hamza vd., 2000; Santra vd., 2001). Buna karsin, Weising vd. (1991), 4 mikrosatellit
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probu ve 4 restriksiyon enzimi ile 6 A. rabiei izolatin1 analiz etmistir ve parmak izi
verisiyle viriilensliklerine gore izolatlarin smiflandirilmasinin ~ destekledigini
bulmustur. Ornegin; 2 izolat bircok konak Kkiiltiir {izerinde diisiik viriilenslik
gostermistir ve ayn1 genomik DNA parmak izini paylasmistir. 53 Suriye izolati
RAPD ve mikrosatellit markirlarinin kombinasyonu ile tarandiginda, izolatlar
genotipik benzerligi ile patojenik veri korelasyon gdstermistir. Patotip III (en
virlilens patotip) ile patotip I ve patotip II'den izolatlarla karsilastirlidiginda daha az

genetik ¢esitlilik sunmustur (Udupa vd, 1998).

Patojenite ve molekiiler karakteristikler arasindaki korelasyonun belirlenmesi,
kullanilmis primer sayisindan etkilenmistir. Ornegin; Fischer vd. (1995), 30 izolat
tizerinde 3 primer kullanmistir ve patotipe spesifik amplikasyon 6rnegi bulamamustir.
Tek bir RAPD primeri total olarak fungus genomunun sadece yaklasik 9%0,2'sini
kapladigindan patojenite ile korelasyonu belirlemek i¢in ¢ok sayida primere gerek
duyulmaktadir. Boyle bir korelasyonu gozlemek i¢in birkag yiiz primer gerekebildigi

onerilmistir (Fischer vd., 1995).

Bir¢ok c¢alismada RAPD parmak izi kullanilarak polimorfizmin farkli dereceleri
belirlenmistir. Sarwar vd. (2000), Pakistan’dan 4 A. rabiei izolatin1 taramak i¢in 27
RAPD primeri kullanmistir. Bunlarda 14 tanesi gii¢lii amplifikasyon gostermistir ve
her primer 3-16 kadar polimorfik bant vermistir. Santra vd. (2001), 48 polimorfik
RAPD markirt ile 37 Hindistan, 5 Amerika, 3 Suriye ve 2 Pakistan izolatini
smiflandirmigtir.  Cluster analizi cografik orjinlerine goére bu izolatlar
siniflandirmistir. 78 polimorfik lokus veren 14 RAPD primeri ile 53 Suriye izolati
taranmgtir (Udupa vd., 1998). Izolatlarin genetik benzerligi ile aym 53 izolat igin
patojenik veri arasinda korelasyon goriilmiis ve her patotip i¢inde genetik varyasyon
belirlenmistir. Bazi arastiricilar, A. rabiei i¢in stabil ve tekrarlanabilir RAPD
markirlart bulmustur. Ornegin, Fischer vd. (1995), uzun depolama periyodunda
kaldiginda bile 4. rabiei izolatlarin1 basarali bir sekilde tekrar identifiye etmek i¢in
RAPD sablonlart kullanmistir. Diger taraftan bazi arastirmalarda RAPD markirlari
i¢in diisiik polimorfizm bulunmustur. Ornegin; Lichtenzveig (2002), 232 RAPD
primeri taramistir ve sadece 22’sinin (%9,5) tekrarlanabilir polimorfik bantlar

verdigini belirlemistir.
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Phan vd. (2002) tarafindan hastalikli bitki 6rneklerinden A4. rabiei nin hizli ve hassas
bir sekilde belirlenmesi amaci ile PCR markirlar1 gelistirilmistir. Bu ¢alismada 18-
25S ribozomal DNA’ya 0Ozgii primerler kullanilmistir. Bu sekilde gelistirilen
primerlerin, baklagillerde antraknoz hastaligina neden olan A. lentis, A. pinodes ve A.

fabae izolatlarindan A4. rabiei’yi ayirmak amaci ile de kullanilabilecegi belirtilmistir.

Tohum hastaliklarinin izlenmesi, hastalik yonetiminde 6énem tasimaktadir. Tohumla
tasinma durumunun testlenmesi icin geleneksel metod, tohumu patojenin gelistigi
besi ortamina inokiile etmektir. Bu testleme, oldukca zahmetlidir ve hedeflenmis
patojen, bazen asir1 derecede gelisme gostermis diger patojenler tarafindan
maskelenebilmektedir. Boylece Phan vd. (2002) nohutlarin hastalikli yaprak ve
tohumlarinda 4. rabiei’yi belirlemek icin, SCAR primerlerine dayali olarak ayirt
edici polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gelistirmislerdir. Testin Orneklerde ¢ok
diisilk diizeydeki patojeni belirleyebildigini ve diger nohut patojenlerinden ayirt
edebildigini bulmuslardir. Fakat; test, 4. rabiei’yi diger Ascochyta spp.’den ayirmada
yeterli degildi. Bununla beraber, kalip DNA miktartyla PCR iirliniin yogunlugu
korelasyon gosterdiginden test, kantitatifti. PCR temelli patojen teshisinin, karantina
prosediirleri ve tohum sagligi testlemeleri i¢in hastalik kontroliinde 6nemli bir arag

olacagi umulmaktadir (Phan vd., 2002).

Lichtenzveig vd. (2002) tarafindan yapilan ¢calismada Didymella rabiei genomunun
linkaj haritalamas1 ¢aligilmistir. Nohutta saldirganlik diizeyi farkli izolatlar arasinda
yapilan ¢aprazlamada elde edilmis monoaskosporik F1 nesli iizerinden kodominant,
spesifik STMS markirlar1 ve spesifik olmayan dominant DAF markirlar1 kullanilarak
A. rabiei’nin dislik densite genetik haritasi sunulmustur. 25 DAF markir1 ve 6
STMS markirin1 igeren linkaj haritasi toplam 261,4 cM alan1 kaplamaktadir.
Calisilan markirlar arasinda higbir baglanti belirlenmemis ve markirlarin genom
boyunca rastgele olarak dagilmadigir ortaya koyulmustur. D. rabiei izolatlarinin
populasyon i¢i ve populasyonlar arasi goriilen genetik cesitliligini aciklamak tizere
heterokaryozis veya poliploid onerilerine karsi, bu ¢alisma sonuglarinda kodominant
STMS markilari ile heterozigozite belirlenmemis ve birgok mitotik boliinme ile elde
edilen haploit olan askosporlarda ¢cok sayida niikleusun varligiyla cesitlilik ortaya

c¢iktig1 tahmin edilmistir.
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Phan vd. (2003a), tarafindan yapilan ¢alismada A rabiei’nin MAT lokusu
haritalanmistir. Amerika Birlesik Devletleri’ne ait MAT-2 ve Avustralya ait MATI-
1 izolatlar1 arasindaki ¢aprazlamadan olusan tek bir pseudotesyumdaki 96 nesil bu
haritalamada kullanilmistir. 69’u RAPD markir1, 46’s1 AFLP markiri, 10’u STMS
markir1 ve 1’1 SCAR (sequence characterized amplified region) markir1 olmak iizere
126 molekiiler markir bu amacla kullanilmistir. 18 biiyiik ve 10 kiiciik linkaj grubu
(LG) karakterize edilmistir ve “mating type” lokusu LG iizerinde haritalanmistir.
SCAR markirt MATI-2 igin spesifik mat lokus bolgesini ¢ogaltmak i¢in dizayn
edilmistir ve A. rabiei izolatlariin mating tipini belirlemek i¢in kullanilmistir.
MATI-1 ebeveyninden elde edilen 1 AFLP markiri, “mating type” lokusu ile ¢ok
yakin baglantili (9,6 cM) bulunmustur.

A. rabiei DNA’smin molekiiler analizleri, hem genetik olarak izolatlar
siiflandirmak hem de patojen populasyonlar i¢indeki genetik varyasyonu 6lgmek
icin oldukca yaygin kullanilmistir. RAPD verisinin cluster analizleri ile Kanada
icinde ve orjinlerine gore Tllkeler arasinda A. rabiei populasyonlarinin
simiflandirildigr gosterilmistir (Santra vd., 2001; Chongo vd., 2004). Patotip veya
saldirganlik ile molekiiler veriler arasindaki korelasyon i¢in girisilmis ¢alismalar da
mevcuttur. Ornegin; Patotip I1I’ten izolatlarin (en saldirgan), patotip I izolatlarindan
(en az saldirgan) daha az genetik ¢esitlilik gosterdigi bulunmus olup, buna gore
direngli kiiltiirler benimsenmis oldugundan A. rabiei populasyonlar: lizerinde se¢im
baskist oldugu onerilmistir (Udupa vd., 1998). 4. rabiei genomunu haritalamak igin
molekiiler teknikler kullanilmaktadir. Boylece saldirganliktan sorumlu genler daha
dogru belirlenebilmektedir (Lichtenzveig vd., 2002). Son zamanlarda, hastalikli
tohumlarin ithalatindan kaginmak icin, Avustralya’da A. rabiei igin molekiiler

markirlar gelistirilmistir (Phan vd., 2002).

Direncli hatlarin kullanim1 Ascochyta yanikligimi kontrol etmek ic¢in en pratik yol
oldugundan, genetik direnci gelistirmek, tiim diinyada nohut 1slah programlarinin
temel amacidir (Muehlbauer ve Singh, 1987; Reddy ve Singh, 1990b). Ascochyta
yaniklig1 neredeyse 90 yildir bilinmesine ragmen, konak bitki direnciyle kontrolii
tizerinde ¢ok az ilerleme kaydedilmistir (Reddy vd., 1992). Ascochyta yanikligina
direncli ¢esitlerin gelistirilmesi, yiiksek diizeyde stabil diren¢ kaynaklarinin eksikligi
nedeniyle gecen 60 yil siiredir olduk¢a yavas devam etmektedir (Reddy vd., 1992).
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A. rabiei’ye kars1 direng taramasi, direngli tohum miktarinin ¢ok az ve nohudun
kisitli genetik ¢esitlilige sahip oldugunu gostermistir (Reddy ve Singh, 1984; Singh
ve Reddy, 1993a; Udupa vd., 1993).

Kurak bolgelerde tarimsal arastirma i¢in kurulmus uluslararast merkezde (ICARDA),
horizontal direng gelistirme girisimlerinde bulunulmus, fakat olumlu sonuglar elde
edilemediginden vazgecilmistir (van Rheenen ve Harware, 1994). Direngli
kiiltiirlerin ¢aprazlarini iceren birkac direng geni ile gen piramidi olusturmak iizere
girisimlerde de bulunulmustur (Sing vd., 1994; vanRheenen ve Harware, 1994).
Yari-kurak tropikler i¢in uluslararasi iirlin aragtirma merkezinde (ICRISAT), markir
yardimiyla seleksiyon (MAS) kullanilarak gen piramidi olusturulan direng genleriyle

kiiltiir gelistirme tizerine yogunlasilmistir.

Direngli nohut gelistirmek tiizere, diren¢ gen kaynagi olarak nohudun yabani
akrabalar1 da aragtirllmaktadir. Diinyadaki bir¢ok direng gelistirme programlari,
onemli diren¢ kaynaklarma sahip olabileceklerinden dolayi, yabani Cicer tiirlerini
taramaktadir (Singh vd., 1994). Ascochyta yanmklhigina karst direng; C.
echinospermum P. H. Davis (Collard vd., 2001-2003), C. reticulatum Ladizinsky
(Collard ve ark., 2001-2003; C. bijigum Rech. Fil. (Collard vd., 2001; Collard vd.,
2003; Harware vd., 1992), C. judaicum Boiss (Collard vd., 2001; Singh ve Reddy,
1993b) ve C. pinnatifidum Jaub Et Spach (Collard vd., 2001; Singh ve Reddy,
1993b) ekotiplerinde bulunmustur. Singh ve Ocampo (1993) ve Singh vd (1999) hem
C. reticulaum hem de C. echinospermum'un C. arietinum ile uyumlu g¢aprazlar
oldugunu bildirmislerdir. Bdylece bu tiirler, kiiltiir nohudu i¢in 6nemli direng
kaynaklaridir. Genetik olarak ¢aprazlama uyumlulugu olmayan tiirlerde basarili
caprazlama i¢in in-vitro kiiltiirlerin bir ¢6ziim olabilecegi diisliniilmektedir (Singh ve

Ocampo, 1997).

Reddy vd. (1992), direngli nohut varyetesi olarak bilinen desi ve kabuli i¢in; desi gen
kaynaklarinin, kabuli gen kaynaklarindan daha yiiksek dirence sahip oldugunu
bulmustur. Ascochyta yanikligina kars1 direng genleri {izerine literatiirlerde bir¢ok
tartisma vardir (van Rheen ve Haware, 1994). Vir vd. (1975) ve Eser (1976) farkli
desi kiiltiirlerinde bir tek dominant diren¢ genini ilk olarak rapor etmislerdir. O
zamandan beri Ascochyta yanikligi icin bir kabuli kiiltiirli i¢in bir resesif gen, birkag

kabuli kiiltiirii i¢in bir dominant gen (Sing ve Reddy, 1983), birka¢ hat icin 2
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dominant gen, bir deger hatta 2 resesif gen (Tewari ve Pandey, 1986) raporlari

bulunmaktadir.

Santra vd. (2000) A4. rabiei’nin neden oldugu ascochyta yanikligma karst direncin
genetigini belirlemek tizere ¢esitli molekiiler markirlarla ilgili kromozomal bolgeleri
isaretlemek ve haritalamak iizere calisma yapmislardir. C. arietinium (direngli
ebeveyn) ve C. reticulatum (duyarl ebeveyn) tiirleri arasindaki ¢aprazlamadan elde
edilen 142 F5:6 rekombinant hatlar (recombinant inbred lines, RILs), 2 yildan fazla
bir siire tarlada hastalik reaksiyonlar1 i¢i skorlanmis ve laboratuvarda polimorfik
molekiiler markirlar ic¢in (izoenzim, RAPD ve ISSR) genotiplenmistir. Yapilan
caligmalar sonucu hastalik kantitatif olarak skorlanmis ve bilgi QTL analizi i¢in
kullanilmigtir. 116 markir igeren 9 linkaj grubundan olusan bir linkaj haritasi

olusturulmustur. Ascochyta yanikligina direng saglayan 2 QTL lokusu belirlenmistir.

Hastalik gelisimine uygun sartlar altinda hastalik baskisina dayanabilecek derecede
yuksek direng diizeyi elde edilememesine ragmen, direngli hatlar1 kullanmak
ascochyta yanikligina karsit en etkin ve en ekonomik yontemdir (Nene ve Reddy,
1987; Akem, 1999; Chongo vd. 2000). Orta derecede diren¢li konak kullanimi,
fungusit uygulamasi, hastalikli bitki artiklarinin derin siirimii ve en az 4 yilda bir
iirlin rotasyonu gibi kontrollerin kombinasyonu ekonomik iiretim pratikleri olarak
gosterilmistir (Reddy ve Singh, 1990b). Patojenden ari tohum kullanimi gibi diger

kiiltiirel 6nlemler de epidemileri azaltmaya yardimec1 olmaktadir ( Akem, 1999).

Tohumlarda fungusit uygulamasi, hastalikli tohumda hastaligin baglamasini ve
gelisimini 6nlemede 6nemlidir. Ancak, Kaiser ve Hannan (1988) fungusitle muamele
olmus tohumda, tohumda tasinan A. rabiei’nin yok olmadigmni belirlemislerdir.
Sistemik fungusitlerin genellikle Didymella rabiei’ye kars1 etkisiz oldugu da
bildirilmistir (Shtienberg vd., 2000).

Abbo vd. (2003), nohudun ortaya ¢ikis1 ve kiiltiire alinisindan itibaren gegirdigi tarihi
evre igerisinde akrabalari olan diger baklagillerden farkli olarak izledigi yolu
aragtirmistir. Ascochyta yanikligi, nohut iiretimi i¢in ana smirlayici biyotik faktordiir.
Tarihi siire¢ igerisinde nohut ekiminin, hastalik siddetini azalttigi ihtimalinden

dolay1, kistan ilkbahara alindig bildirilmektedir. Ascochyta yanikliginin etkileri ve
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ekim ndbetinin degisimi de nohudun arkeolojik kayitlarda bir siire ortadan kaybolup,

daha sonra tekrar ortaya cikisi seklinde gbzlenmistir.

Abbo vd., 2003, nohudun evrim ve kiiltiire alinma stirecinde rol oynayan faktorleri
bildirmistir. Bu siire¢ igerisinde nohudun patojeni olan A. rabiei ve yol agtigi
hastaligin etkileri anlatilmistir. Nohut icin evrimsel gelisimi ve c¢esitliligi
siirlandirdi@i 6ne siiriilen dort faktor: yabani atanin (Cicer reticulatum) sinirh
dagilimi ve seyrek olusu, kiiltiire almada kurucu etkisi, iiriin ekim ndbetinin kistan
ilkbahara alimmasi ve bitki gelistirme programlarinda kendine dollek bitkiler
kullanilarak ¢esitliligin onlenmesidir. Bu faktorler igerisinde iiriin ekiminin kistan
ilkbahara alinmasinda temel sebep ise A. rabiei tarafindan neden olunan ascochyta
yanikliginin etkilerinden kagmak olmustur. Bugiin de nohut ekimindeki dominant

uygulama bu sekildedir.

Vejetatif uyumlu gruplarin (VCG, vegetative compatibility groups) belirlenmesi
lizerine ¢esitli fungal tiirler lizerinde arastirmalar yapilmistir. Puhalla (1985) mutajan
muamelesi olmaksizin Fusarium oxysporum’un spontan nitrat metabolizma
mutantlarinin  (nit mutant) secilmesiyle yeni bir teknik ortaya koymustur.
Heterokaryon olusumu ve vejetatif uyumlu gruplarn incelemek i¢in bu nit
mutantlarin1  kullanmistir. Mutajen muamelesi olmaksizin KCLOs igeren segici
ortamda gelistirilebilen bu mutantlar, minimal ortam iizerinde yabanil tipe gore
oldukca zayif gelisme gosteren koloniler seklinde gelisme gostermekteydiler.
Genetik olarak iki farklt nif mutanti olan 21 irkin minimal ortamda tiim olasi
eslestirmeleri yapilmistir. Bu sekilde, heterokaryon gelisimi makroskobik olarak
gozlenebilmekteydi. Bir itk birden fazla VCG grubuna dahil olmamaktayd: ve bu
sekilde Fusarium oxysporum’un 16 VCG grubu belirlenmistir. Bu ¢alismada VCG ve
formae speciales arasinda korelasyon oldugu sonucuna ulagmistir ve bu korelasyonu
aciklamak i¢in evrimsel bir model sunulmustur. Puhalla (1985) patotiplerin ayrimi

icin de VCG tekniginin kullanilabilecegini onermistir.

VCG analizlerinde nit mutantlar1 kullanilarak F. oxysporum’un apii (Corell vd.,
1986), asparagi (Elmer ve Stephens, 1989), conglutinans (Bosland ve Williams,
1987), cubense (Ploetz ve Corell, 1988), melonis (Jacobson ve Gordon, 1988), ve
vasinfectum ( Katan T. ve Katan J., 1988) formae specialis’leri arastirilmistir. Bu

calismalarin ¢ogu Puhalla (1985) tarafindan 6nerilen modeli desteklerken (Bosland
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ve Williams, 1987; Corell vd., 1986; Jacobson ve Gordon, 1988; Katan T. Ve Katan
J., 1988), VCG ve patotip arasinda giiclii bir korelasyon bulunamamustir (Elias ve
Schneider, 1987; Elmer ve Stephens, 1989; Ploetz ve Corell, 1988)

Elias ve Schneider (1991), dometeslerden Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici’ye
ait 115 izolat lizerinde VCG analizleri yapmislardir. VCG ve 1rk arasinda bir
korelasyon ortaya ¢ikmamistir. Bu calismada, Avustralya, Florida ve Kaliforniya
olmak {iizere ii¢ farkli lokasyona ait irklarin ayn1 VCG grubu igerisinde yer almasinin,
genetik olarak izole edilmis klonal populasyonlar icinde konak spesifitesinden

sorumlu genetik belirleyicilerin varligini gdsterdigi sonucuna ulagilmistir.

Vejetatif uyumsuzluk vic (vegetative incompatibility, vejetatif uyumsuzluk) genleri
olarak isimlendirilmis gen lokuslar1 tarafindan diizenlenmektedir (Anagnostakis,
1982; Puhalla, 1985). Boyle lokuslarin sayisi Endothia parasitica’da 7
(Anagnostakis, 1982), Fusarium moniliforme’de 8 (Puhalla ve Spieth, 1983),
Neurospora crassa’da 10 (Perkins vd., 1982) olarak tahmin edilmistir. Bunlar

minimum tahminler olup, lokus sayist ¢cok daha fazla olabilir (Puhalla, 1985).

Cesitli fungal tiirler lizerinde yapilan ¢alismalar (Armstrong G. M. ve Armstrong J.
K., 1981; Perkins vd., 1982; Puhalla ve Spieth, 1983) vic lokusundaki bir tek
mutasyonun uyumluluktan uyumsuzluga veya tam tersine bir degisiklige yol

acabilecegini gostermistir.

Verticillum dahlia’ya ya ait alt gruplar vejetatif uyumluluklarina gore
siiflandirilmigtir (Puhalla, 1979; Puhalla ve Hummel, 1983). Bir VCG igerisinde yer
alan tim rklar birbirleri ile Dbasarili bir sekilde heterokaryon form
olusturabilmekteydiler. VCG temeline dayali siniflandirma Aspergillus nidulans’ta
da yapilmistir (Croft ve Jinks, 1977). Colletotrichum acutatum populasyonlari
tizerinde yapilan VCG arastirmalarinda farkli epidemi yillarina ait izolatlarin
cogunun aynt VCG grubu igerisinde yer aldigi belirlenmis ve 3 grup ortaya

¢ikarilmistir (Freeman vd., 2000).

Ascochyta rabiei lizerine VCG c¢alismalar1 hakkinda literatliirde herhangi bir kayit

bulunamamustir.
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BOLUM 3
MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Fungus izolatlar

Calismada, Gaziantep, Sanlwrfa, Diyarbakir, Adana, Eskisehir, Mersin ve
Kahramanmaras yorelerine ait nohut antraknozu goriilen hastalikli  bitki

orneklerinden izole edilen Ascochyta rabiei (Pass) Lab. izolatlar1 kullanilmigtir.

3.1.2. Fungus Kiiltiirleri i¢cin Kullanilan Besin Ortamlari ve Cihazlar

Fungal kiiltiir ortamlar1 olarak ¢alisma amacina gére CMA (Chickpea Meal Agar),
PDA (Patates Dekstroz Agar, Biolab), 2-YEG (Yeast Ekstract, idg; D-Glikoz,
Baker), FMM, KF30, KP30 igeren ortamlar kullanilmistir. Ortam igerikleri Ek 1 ve
Tablo 3.1°de verilmistir.

Fungal kiiltlirlerin hazirlanmasi, gelismesi ve muhafazasi icin; steril kabin (Bilser,
Ankara), etliv (Niive), orbital karigtiric1 (Niive), inkiibator (Niive), karistiricili 1sitici
(Are), otoklav (Niive), ters mikroskop (Optik Idyman System), 1sik mikroskobu,
dijital fotograf makinesi (Finepix S602 zoom), hassas terazi (Precisa 160M),
buzdolabi (Profilo), mikrodalga firin (Argelik) kullanilmistir.

3.1.3. Niikleik Asit Analizlerinde Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Tez caligmas1 kapsaminda kullanilan kimyasallar, Merck, Sigma ve Fermentas

firmalarindan temin edilmistir.

Calismalarda, sogutmali santrifiij (Selecto), buz makinesi (Buzgelik), benmari
(Niive), mikropipetler (Thermo ve Sigma), karistiricili 1sitict (Are), orbital karistiric
(Niive), 1s1 dongiiciisii (Thermo PX2), giic kaynag1 (Biometra), yatay elektroforez
diizenekleri (Biometra), mikrodalga firin (Arcelik), -20°C derin dondurucu (Ugur),
bilgisayarli jel dokiimantasyon ve goriintileme sistemi (WilberLourmat)

kullanilmastir.
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3.2. Yontem
3.2.1. Arazi Cahismalan

2005 Nisan-Haziran aylar1 arasinda Kahramanmaras, Sanlurfa, Diyarbakir, Mardin
ve Adiyaman’a hastalikli nohut Ornekleri toplamak ve yabani nohut tiirlerini
aragtirmak amaciyla arazi ¢aligmalar1 yapilmistir. Gaziantep yoresi i¢in 2001-2003
donemine ait 6rnekler kullanilmistir. Calismada yer alan diger yorelere (Eskisehir,
Mersin, Adana) ait Ornekler ise hastalikli bitki formunda laboratuvarimiza

gonderilmistir.

3.2.2. Patojen izolasyonu

Calismanin ana materyalini olusturan A. rabiei izolatlar1 hastalik belirtileri gdsteren
kiiltir ve yabani nohut &rneklerinden izole edilmistir. Izolasyon calismalarinda
kullanilacak antraknoz hastalig1 simptomlarini tagiyan bitki materyalleri, her bir bitki
bir 6rnek kabul edilerek, hastalikli bolgeyi icine alacak sekilde 1-2 cm biiytikliigiinde
kiigiik pargalara boliinerek steril kabin igine alinmistir. Dokular, %1,5’luk NaOCl
coOzeltisi igerisinde 3-4 dakika bekletilerek yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur.
Daha sonra 3 kez sdH,O (steril distile su) igerisinde durulanmistir. Bu islemlerin
ardindan bitki pargalari, nemi alinmak {zere steril kurutma kagitlar1 arasina
koyulmustur. Kurutma islemi sonrasi hastalikli bitki parcalari her bir besin
ortaminda 4-5 adet olacak sekilde PDA ortamu {izerine yerlestirilmistir (Giilli vd.,

2002; Can vd., 2005).

Petri kaplarinin lizerine ekimin yapildig: tarih ve 6rnegin elde edildigi yer yazilarak
kiiltiirler 22-25°C’ye ayarli inkiibatorlerde 6-8 giin inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda kiiltiir ortamlar1 iizerinde fungal kolonilerin gelistigi gozlenmistir. Bu
koloniler icinde A. rabiei’ye ait oldugu belirlenenler, saf kiiltiir elde etmek amaciyla

tekrar PDA ortamina alinmistir.

Saf olarak elde edilen kiiltiirlerin morfolojik tayinleri yapilmistir (Bentley vd., 1995;
Can, 1999). Morfolojik olarak A. rabiei’nin gelisimi, orta merkezli bir halka
icerisinde nokta seklinde koyu halkalar olusturmalar1 veya kii¢iik koyu piknidya
gelistirmeleri seklinde gdzlenmistir. Ayrica 151k mikroskobunda A. rabiei’ye 6zgi

spor yapilari belirleyici kriter olarak kullanilmugtr.
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3.2.3. Tek Spor Izolasyonu

Patojen karakterizasyonu ve yapilacak molekiiler arastirmalarin hassasiyeti i¢in 4.
rabiei’ye ait saf kiiltiirlerden tek spor izolasyonlari yapilmistir. Bunun icin saf
kiltiirlerden steril 6ze ile alinan sporlar yeni bir PDA ortaminda yayilmistir ve 3-5
giin icerisinde her biri bir spordan gelisen koloniler ayr1 bir PDA ortamina alinmistir.
Tek spordan gelisen bu koloniler inkiibasyona tabi tutulmustur ve bu kiiltiirlerden
yayma preparatlar hazirlanmistir (Khan vd., 1999). Bundan sonraki ¢aligmalarda da

tek spordan gelisen kiiltiirler kullanilmugtr.

3.2.4. Fungal Genomik DNA izolasyonu

CMA (Chickpea Meal Agar) ortami veya 2-YEG sivi kiiltiir (Peever vd., 1999)
ortaminda gelistirilen 8-10 giinlilk fungal misel ve sporlar kullanilmistir. Materyal,
sivi azot icerisinde toz haline getirildikten sonra DNA izolasyon protokolleri
uygulanmistir. Orneklerden genomik DNA izolasyonu igin CTAB protokolu
uygulanmustir (Lichtenzveig vd., 2002). ilk asamada miselyum ve sporlar1 igeren
fungal kitle, CTAB soliisyonu (Ek 2) ile 30 dakika/ 60°C’de muamele edilmis, daha
sonra 24:1 oraninda kloroform/izoamil alkol ilave edilerek oda sicakliginda 10
dakika/60 rpm’deki ¢alkalama sonrasi santrifij (5000rpm/15°C/20dakika)
yapilmustir. Siipernatant (santrifiij sonrasi en iist kisim) icerisinde bulunan DNA
soguk izopropanol ilavesiyle c¢okeltilmek Ttlizere 15 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. 5000rpm/15°C/20dakika santrijiij uygulamasi ile niikleik asitler
coktiiriilmiistiir. Pellet %70’lik etanol ile yikanmis ve alkoliin uzaklasmas1 amaciyla
yaklasik 30 dakika kurumaya birakilmigtir. Steril double-distile su igerisinde ¢oziilen
DNA, PCR analizlerinde kullanilmustir.

DNA izolasyonu i¢in Quiagen’in DNeasy Plant Mini kiti de kullanilmistir ve
uygulanan CTAB protokoliine gore c¢ok daha konsantre DNA ornekleri elde

edilmistir.

DNA konsantrasyonlarini belirlemek i¢in, DNA o6rneklerine %1°lik agaroz jelde 30
dk/ 95 V’ta elektoroforez uygulanmistir ve 0,3 mg/ml konsantrasyondaki Lambda
DNA ornegi ile karsilastirilarak belirlenmistir. Izole edilen DNA 6rneklerinin

konsantrasyonlarinin yaklasik 10-30 ng/ul arasinda oldugu belirlenmistir.
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3.2.4. MAT-Spesifik PCR (Polymerase Chain Reaction) Analizleri

A. rabiei izolatlariin mating tip analizlerinde Barve vd. (2003) tarafindan belirtilen
Tail 5 (5’-CGCTATTTTATCCAAGACACACC-3), Coml (5°-
GCATGCCATATCGCCAGT-3’) ve SP21 (5’-ACAGTGAGCCTGCACAGTTC-3")
primerleri kullanilanilmigtir. Polimeraz zincir reaksiyonlarinda 10-20 ng template
DNA, 2 mM MgCl, (Fermentas), 0,2 mM dNTP (Fermentas) karigimi, her primerden
400 nM, 1 iinite Taq DNA polimeraz (Fermentas) ve 1x Taq DNA polimeraz tampon
cozeltisi (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, %0.08 Nonidet P40) (Fermentas)
kullanilmistir ve 25 pl hacimde reaksiyon gerceklestirilmistir. Reaksiyon kosullari
ise baglangi¢ denatiirasyonunda 94°C/3 dakika evresini takiben 45 dongii devam
eden 94°C’de 30 saniye, 60°C’de 45 saniye, 72°C’de 2,5 dakika ve son uzama evresi
72°C’de 10 dakika olarak ayarlanmistir. Reaksiyonlar ThermoHybaid 1s1

dongiiciisiinde gerceklestirilmistir.

3.2.5. MAT-Spesifik PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iiriinleri, 10mg/ml stoktan 0.5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromid igeren 1X
TAE (Tris, Asetik asit, EDTA) ile hazirlanan %1.5’luk agaroz jelde 80 v/cm’de 1,5-2
saat siire ile elektroforez islemine tabi tutulmustur. Reaksiyon {iriinleri izolatlarin
toplandiklar1 bolgeler dikkate alinarak degerlendirilmistir. Matl-1 i¢in ~700 bg ve
Matl-2 igin ~500 bg¢ biiylikliige sahip bantlar1 belirlemek i¢in. markir olarak 1kb

DNA ladder (Fermentas) ve mat tipi bilinen pozitif kontroller kullanilmistir.

3.2.6. Bantlarin Ekstraksiyonu

Elektroforez sonucu MATI-1 ve MATI-2 oldugu belirlenen bantlar, jel tlizerinden
steril bistiiri ile kesilerek tliplere alinmistir. Jel pargalarindan DNA bantlari, DNA

ekstraksiyon kiti (Fermentas) kullanilarak saf olarak elde edilmistir.

Bu islem i¢in once istenen DNA fragmentini igeren jel parcasi kesilip alinmig ve
agirligr belirlenmistir. Jel pargasini igeren tiipe, baglama soliisyonu (Nal soliisyonu)
eklenmistir ve 55°C sicakliktaki su banyosunda jel tamamen eriyinceye kadar inkiibe
edilmistir. DNA miktarina gére uygun hacimde silika toz siispansiyonu eklenmis ve
tekrar 55°C’de inkiibasyona tabi tutulmustur. 5dk/13 000 rpm’de santrifiij sonrast,
stipernatant atilmig ve DNA bagl silika taneciklerini iceren pellet yikama tampon

cozeltisi ile 3 kez yikanmistir. Her yikama sonrasi 5dk/13 000 rpm santrifiij
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asamalar1 ile DNA pargaciklarindan silika uzaklastirilmistir ve bantlar saf olarak elde
edilmistir. Bu bantlar steril double distile su icinde ¢oziilerek -20°C’de muhafaza

edilmistir.

3.2.7. Sekans Analizleri

Piirifiye bantlar ve direkt PCR {iriinleri sekans analizleri i¢in kullanilmistir. Analizler
Iontek laboratuvarlarinda yapilmistir. Sekans analizlerinde ileri primerler olan SP-21

(Matl-1 igin) ve Tail-5 (Matl-2 ) i¢in kullanilmistir.

Alman sekans sonuglarinin degerlendirilmesinde NCBI web sitesinde mevcut olan ve
Barve vd. (2003) tarafindan bildirilmis Matl-1 i¢in ATCC76502 (DQ341313) ve
Matl-2 i¢in ATCC76501 (DQ341312) MAT lokusu niikleotid dizilimleri referans
almmustir. Degerlendirme ve dizilimleri kargilastirmada DNAMan (version 1.33) ve

NCBI-BLAST programlari kullanilmstir.

3.2.8. Mikrosatellit DNA Analizleri

(CAG)s, (AGG)s, (GTG)s, (TCC)s, (CAC)s, (ACTG)s, (GACAC)3;, (GACA),,
(GCGT)s, (CA)s, (CT)s, (GATA)4, (GATT)s ve (GAAT)s (Freeman vd., 2001;
Gesitlinger vd., 1997a; Geistlinger vd., 1997b; Freeman vd., 2000; Morjane vd.,
1994) mikrosatellit primerleri kullanilarak A. rabiei izolatlar1 i¢in polimorfizm
aragtirmasi yapilmigtir. Polimeraz zincir reaksiyonlarinda 10-20 ng template DNA, 2
mM MgCl, (Fermentas), 0,2 mM dNTP (Fermentas) karigimi, 10-15 nmol/ primer, 1
tinite Taqg DNA polimeraz (Fermentas) ve Taq DNA polimeraz tampon ¢ozeltisi (10
mM Tris-HCI, 50 mM KCI, %0.08 Nonidet P40) (Fermentas) kullanilmistir ve 25 pl
hacimde reaksiyon gerceklestirilmistir. (CAG)s, (AGG)s, (GTG)s, (TCC)s, (CAC)s
primerleri i¢in reaksiyon kosullar1 95°C/5 dakika ilk denatiirasyon evresini takiben,
30 dongii devam eden 95°C’de 30 saniye, 60°C’de 30 saniye, 72°C’de 1,5 dakika ve
son uzama evresi 72°C’de 15 dakika olarak ayarlanmustir. (ACTG)s, (GACAC);,
(GACA)4, (GCGT)s, (CA)5, (CT)s, (GATA)4, (GATT)4 ve (GAAT)4 primerleri igin ise
reaksiyon kosullar1 95°C/ 5 dakika ilk denatiirasyon evresini takiben, 30 dongii
devam eden 95°C’de 30 saniye, 50°C’de 1 dakika, 72°C’de 1,5 dakika ve son uzama
evresi 72°C’de 10 dakika olarak ayarlanmigtir. Reaksiyonlar ThermoHybaid 1si

dongiiciisiinde gerceklestirilmistir.
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3.2.9. Mikrosatellit Primerleri ile PCR Sonucu Olusan Bantlarin Elektroforezi

PCR sonucu olusan bantlar 0.5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromid iceren 1X TAE
(Tris, Asetik asit, EDTA) ile hazirlanmis %]1,5’luk jelde 100V/cm’de 3 saat siire ile
bantlar ayristirllmistir. Bant sayisi, bliyiikliigli ve izolatlarin bolgelere gore dagilimi
dikkate alinarak degerlendirme yapilmistir. Markir olarak 1kb DNA ladder
(Fermentas), 100+500 b¢ DNA ladder (Fermentas) ve 50 b¢ DNA ladder (Fermentas)

kullanilmistir.

3.2.10. Bantlarin Goriintiilenmesi

Elektroforez islemlerinden sonra olusan bantlar, UV transimiillator ve bilgisayarl jel

dokiimentasyon ve goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir ve fotograflanmistir.

3.2.11. VCG (Vegetative Compatible Groups, Vejetatif Uyumlu Gruplar)
Analizleri

A. rabiei izolatlarinda, farkli ortamlarda (PDA ve FMM) KCLO; kullanilarak nit
mutantlar1 arastirllmistir. Calismada kullanilan ortam igerikleri Tablo 3.1°de

verilmistir.

Tablo 3.1. Nit mutant denemeleride kullanilan ortamlar ve icerikleri

Ortam Ad1 | Icerik | KCLO;Icerigi (gr/lt) | Asparagine 1.6 gr/lt

KP PDA 30 yok

KF FMM 30 var

KCLOs; igeren KP ve KF ortamlarinda 10-12 hafta sonunda mutant olabilecegi
diisiiniilen ince, yar1 seffaf gelisme gostermis misel sektorlerinden steril ince bir
bistiiri ucu ile alinan pargalar mutant olup olmadigini test etmek amaciyla FMM

ortamlarina aktarilmistir.

Vejetatif uyumlu/uyumsuz gruplart belirlemek amaciyla mutant durumu ortaya
koyulmamakla beraber farkli yorelere ait izolatlar arasinda FMM, PDA ve CMA
ortamlarinda ¢aprazlama denemeleri kurulmustur (ortam igerikleri Ek1’de

verilmistir).
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Arazi Calismalar

2005 yili haziran ay1 igerisinde, yabani nohut tiirlerinin dogal yayilim gdsterdigi
bilinen (Leipzing, 1996) Kahramanmaras, Sanlwurfa, Diyarbakir, Mardin ve
Adiyaman’t kapsayan illerde arazi ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Kahramanmaras-
Pazarcik’ta A. rabiei tarafindan hastalandirilmis yabani bir nohut tiirii olan Cicer
pinnatifidum bulunmustur (Sekil 4.1,). C. pinnatifidum’da A. rabiei hastalig1 diinyada
ilk tespittir. C. pinatifidum, kiregli topraklarda, yiiksek kesimlerde, kayalik alanlarda,
kaya diplerinde dogal olarak bulunmaktadir (Sekil 4.2).

Sekil 4.1. Kahramanmaras-Pazarcik’ta bulunan C. pinnatifidum (a) ve Ascochyta
yaniklik simptomlari (b)

Sekil 4.2. C. pinnatifidum’un tespit edildigi aragtirma alaninin genel goriiniisii
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Adiyaman yoresinde yapilan arazi ¢ikisinda ise, Kahta ilgesinde C. pinnatifidum
tespit edilmistir. Yapilan laboratuvar analizlerinde toplanan bazi Orneklerde

simptomatik olarak 4. rabiei belirlenmis, ancak kiiltiire alinamamustir.

4.2. A. rabiei izolatlarimn MAT Analizleri

A. rabiei i¢in MAT spesifik multipleks PCR analizleri sonucu, ~700 bg biiyiikliige
sahip MATI-1 tipi ve ~500 bg biiyiikliige sahip MATI-2 bantlarinin elektroforezde
goriintiilenmesi ile izolatlarin esey tipleri belirlenmis (Sekil 4.3) ve izolatlarin elde

edildikleri yorelere gore esey tiplerinin dagilim oranlar1 ¢ikarilmistir.

Calismalarda Gaziantep, Sanlwrfa, Diyarbakir, Adana, Eskisehir, Mersin ve
Kahramanmaras ydrelerine ait nohut antraknozu gosteren bitkilerden elde edilen ve
genomik DNA analizlerinde kullanilan A. rabiei izolatlar1 ve bu izolatlarin MAT

analizi sonuclar1 Tablo 4.1°de verilmistir.

M1 M2 M2 M2 M1 ML M1 M M1 M2 K1 M1 K1 DI

Sekil 4.3. MAT-spesifik PCR analizi sonucu olusan bantlarin elektroforez goriintiisii.
M: 1 kb DNA markir (Fermentas), M1: MatI-1, M2: Matl-2. Numaralara gore
bantlar: 1,6,7,8 Sanliurfa yoresinden; 2,4,5 Diyarbakir yoresinden; 3, yabani nohut C.
pinnatifidum’dan izole edilen; 9, Eskisehir yoresinden; 10,11 Gaziantep yoresinden;
12-13 Adana yoresinden; 14 Mersin yoresinden elde edilen izolatlara aittir
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Tablo 4.1. Calisilan Ascochyta rabiei izolatlarinin lokasyonlari ve MAT oranlari

Il Lokasyon (Ilge) Izolat sayisi M1/M2
Diyarbakir Merkez 24 10/14
Sanliurfa Akcakale, Surug 18 17/1
Gaziantep  |Nizip, Karkamis, Oguzeli, Nurdagi, 33 9/24

Yavuzeli, Sehitkamil, Sahinbey
Adana Karatas, Balcali 24 24/0
Mersin Namrun 3 3/0
Eskisehir Merkez 8 3/5
Kahramanmaras Pazarcik* 3 0/3
Merkez 3 3/0
TOPLAM 116 69/47

* Yabani nohut tiirli Cicer pinnatifidum izolati

4.3. MAT Genlerinin Sekans Analiz Sonuclari

DNA baz dizisi MATI-1 izolatlar1 i¢in 680 bg, ve MATI-2 izolatlart i¢in 475 bg
olarak sonuglandirilmistir. Sonuglandirilan baz dizilimleri i¢in, NCBI bilgi
bankasindaki 6rnek dizilimler referans alinarak BLAST analizleri uygulanmstir.
MATI-1 igin ATCC76502 (DQ341313) ve MATI-2 izolatlar1 igcin ATCC76501
(DQ341312) numarali dizilimler referans olarak kullanilmistir (Barve vd., 2003).

Baz1 MATI-1 ve MATI-2 izolatlarinda ileri primer baglanma bolgesini takip eden 40
bazlik alanda dizilim farklilig1 saptanmustir (Sekil 4.4 ve 4.5). MATI-1 ve MATI-2

izolatlarinin sekans analiz karsilastirmalarinin tamami Ek 3 ve Ek 4’te verilmistir.
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Ar21-MAT1-1 BGACCAEC.A.EBGCTCATACTAGCGCTACTACCECEBCTCE 2407
U14-MAT1-1 (GGACCAEC.A.GGCTCATACTAGCGCTACTACCECECTCG 64
U21-MAT1-1 GGACCAEC.A._GGCTCATACTAGCGCTACTACCECGCTCG 64
AB16-MAT1-1 GGACCAEC.AGGGCTCATACTAGCGCTACTACCECGCTCG 64
AB20-MAT1-1 GACCAGEC.AGGGCTCATACTAGCGCTACTACCECGCTCG 64

U19-MAT1-1 CCGCGGEG-TNN.. ... TACTAGANNNACNACCENGCTCG 53
D13-MAT1-1 GTGCGTETGTTG.- - - - .- TTTAGAAAAAAANGGGEGNTCGC 69
D35-MAT1-1 GT....EgT.GTG-- ... TTGTATAAANAGNGNGEGGNNNG 62
MM2-MAT1-1 GN....[EGGGTEG.-.. .. TNTTATAAAAAAANNGEGGCTCN 59
AE1-MAT1-1 GGGGGGET.GTN. .. .. NNTAGAAAAAANNNNGEGGNTCG 65
EE1-MAT1-1 GGGGGGENGATT. .. .. NTAAAAAANACGNGGGEGNTCNN 60
NN1KN-MAT1-1GGACCAEC.A.GGCTCATACTAGCGCTACTACCECGCTCG 63

Sekil 4.4. MATI-1 izolatlarinin MAT bolgesi DNA dizilim analizi.

Ar21: Standart A. rabiei izolatlarinin baz dizilimi [ATCC76502 (DQ341313)]; U14,
U21, U19: Sanlrfa izolatlari; AB16, AB20, AEl: Adana izolatlari; D13, D35:
Diyarbakir izolatlar;; MM2: Mersin izolati; EE1: Eskisehir izolati; NN1KN:
Gaziantep izolati

ARZO-M1-Z AGCATCTE beee TETTCCTCGATENC . 3249
MZi-D4 AGCATCTE beee TETTCCTCGATENC . Tz
MZi-D1 AGCATCTE bieiele T TCITTCGATENC . ad
MzZ-TN3 AGCATCTE beee TETTCCTCGATENC . T3
MZ-T35 oo 3 U I e ) T 0 a5
MZi-D15 COCAGEHE eree GO NN CGC N ATINC 3=
MZ-FY1EN COCGEEHE gt i I A CHC CI AT 71
Mz -GO1EN COCGEEHE gt i I C I AT Ta
MZ-¥H1 COCGEEHE gt TSI C CHNIN T AT 71
Mz -THNz COCGEEHE et GG ACHICI AT 71

Sekil 4.5. MAT1-2 izolatlarinin MAT bolgesi DNA dizilim analizi.

Ar20: standart 4. rabiei izolatlarinin baz dizilimi [ATCC76501 (DQ341312)]; D4,
D1, D19: Diyarbakir izolatlart; YN3, YNI1, YN2: C. pinnatifidum izolatlari; U38:
Sanlurfa izolati; FY1KN, GO1KN: Gaziantep izolatlar

NCBI gen bankasindaki standart dizi analizleri ile tarafimizdan g¢alisilan izolatlar

yiiksek oranda uyumlu (%90-95) olarak belirlenmistir (Sekil 4.6 ve 4.7).
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100% 95% 90% 85% 80%
L | | | J

Ar21-MATI-1 ]_99%
ABI6-MATI1-1

98%

U14-MATI-1 ,
100F 50,

U21-MATI-1
97%

AB20-MATI1-1 —

U19-MATI-1 —_—

DI3-MATI-1 —_— 91%

96%

D35-MATI-1 989

AEI-MATI1-1 96%

94% 83%

MM2-MATI1-1

EEI-MATI-1

NNI1KN-MATI-1

Sekil 4.6. Dizi analizlerine goére MATI-1 izolatlar1 ve standart izolat AR-21
arasindaki homoloji agaci

100% 95% 90%
L | J

AR20-M1-2 — 99%

M2-D4 —_—
96%

M2-D1 — 99%

M2-YN3 =~ — 98%

M2-U38 — — 94%

M2-D19

M2-FYIKN —

99% 96%

M2-YN2 —1 99%

M2-YNI ~ —l 98%

M2-GO1KN

Sekil 4.7. Dizi analizlerine gore MATI-2 izolatlann ve standart izolat AR-20
arasindaki homoloji agaci
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4.4. Mikrosatellit DNA Analiz Sonuclari

Testlenen mikrosatellit primerleri icerisinde sadece (CAG)s ve (GACA); ile izolatlar
arasinda polimorfizm saptanmistir. Ayrica (GTG)s, (TCC)s ve (GACAC)s primerleri
ile C. pinnatifidum’dan izole edilen 4. rabiei 6rnekleri diger izolatlardan tek bir bant

ile farklilik gostermistir.

(CAG)s primeri kullanilarak olusan 14 bant icerisinde 2000 bg, 1800 bg ve 600 bg
biiytikliigiinde olusturdugu bantlara goére belirlenen polimorfizm, yorelerine gore
izolatlar arasinda farkliliklar gostermistir (Sekil 4.8). Sanliurfa’ya ait 16 izolatin 12
tanesi 1800 b¢ ve 2000 bg bandr gosterirken kalan 3 tanesi bu iki bandi1 gostermeyip
diger 12 izolatta olmayan 600 b¢’lik band1 gostermistir (Tablo 4.2). Diyarbakir’ a ait
izolatlar bu bantlar acisindan gruplandirilamayacak kadar ¢esitlilik gostermistir
(Tablo 4.2). Gaziantep’e ait 10 izolatin 47 sadece 2000 b¢ banda sahip olup bu
band1 gostermeyen 3 izolat 600 bg’lik band1 gostermistir (Tablo 4.2). Geriye kalan 3
izolatta ise bu bantlardan hig¢biri olusmamustir. Adana, Mersin ve Kahramanmaras’a
ait izolatlarda ise sadece 600 b¢ bant olusmus ve diger iki bant gdzlenmemistir
(Tablo 4.2). Eskisehir’e ait 8 izolatin higbirinde 600 bg¢’lik bant goriilmezken, 2
izolatta sadece 2000 bg’lik, 2 izolatta da 1800 b¢’lik ve yalnizca 1 izolatta hem 1800
b¢’lik hem de 2000 bg’lik bant olusmustur. C. pinnatifidum’dan izole edilmis
orneklerde (YN olarak gosterilmistir) ise sadece 2000 bp’lik bant olugsmustur (Tablo
4.2).

500 be

C —
e
—
bae ]
—
—

Sekil 4.8. (CAG)s primeri ile A. rabiei izolatlarinda amplifiye edilen bantlar
M: 1 kb DNA markir (Fermentas), 1-5: Sanlurfa, 6-15: Diyarbakir izolatlari
(Polimorfik bantlar oklarla gosterilmistir)
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Tablo 4.2. Yorelere gore izolatlarda (CAG)s primeri ile amplifiye edilen polimorfik
bantlarin durumu (0: bant yok; 1: bant var) (YN: yabani nohuttan elde edilen izolat)

Yore ‘ Bant Biiyiikliikleri (b¢) Yore | Bant Biiyiikliikleri (bc)
Sanlhurfa 2000 1800 600 Diyarbakir 2000 1800 600
u30 0 0 1 D19 0 0 1
uz7 1 1 0 D35 1 0 0
u19 1 1 0 D1 0 0 1
u14 0 0 0 D24 0 0 1
uU33 1 1 0 D9 1 0 0
u15 1 1 0 D27 1 1 0
U1 0 0 1 D16 0 1 0
u24 1 1 0 D18 0 0 1
u7 1 1 0 D11 0 1 0
us37 1 1 0 D34 0 0 1
uU36 1 1 0 D13 1 1 0
uée 1 1 0 D20 1 0 1
u21 1 1 0 D23 1 0 1
u38 0 0 1 D2 0 0 1
u13 1 1 0 D4 1 0 0
U39 1 1 0 D14 0 0 0
Gaziantep 2000 1800 600 D5 0 0 0
FY1KN 0 0 0 D29 0 0 0
NN1KN 1 0 0 D39 1 0 1
GO1KN 1 0 0 Adana 2000 1800 600
HVL 1 0 0 AB16 0 0 1
Yiginh 0 0 1 AE1 0 0 1
OD1KN 0 0 1 AE4 0 0 1
NH1KN 1 0 0 AE17 0 0 1
Merkez 0 0 0 AE16 0 0 1
KC1KN 0 0 1 AB20 0 0 1
60 0 0 0 AE3 0 0 1
Mersin 2000 1800 600 AE20 0 0 1
MM4 0 0 1 AE15 0 0 1
MM2 0 0 1 AB12 0 0 1
MM3 0 0 1 Eskisehir 2000 1800 600
Kahramanmaras 2000 1800 600 EE1 0 0 0
MA1 0 0 1 EE19 0 0 0
MA3 0 0 1 EE24 0 0 0
MAG 0 0 1 EE26 0 1 0
YN izolat 2000 1800 600 EE10 1 0 0
YN3 1 0 0 EE9 1 1 0
YN1 1 0 0 EE15 0 1 0
YN2 1 0 0 EE28 1 0 0

(GACA), mikrosatellitinin primer olarak kullanildigt PCR analizlerinde olusan 11
bant icerisinde 390 bg, 430 bg¢ ve 460 bg biiyiikliige sahip bantlar izolatlar arasinda
farklilik gostermistir (Sekil 4.9). Bu bantlarin durumuna gore yorelerine gore

izolatlar arasinda farkli bant profilleri olugsmustur (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Yorelere gore izolatlarda (GACA)4 primeri ile amplifiye edilen polimorfik
bantlarin durumu (0: bant yok; 1: bant var) (YN: yabani nohuttan elde edilen izolat)

Yore ‘ Bant Biiyiikliikleri (b¢) Yore | Bant Biiyiikliikleri (bc)
Sanhurfa 390 430 460 Diyarbakir 390 430 460
u30 0 1 0 D19 0 1 1
u27 0 1 1 D35 0 1 0
u19 0 1 1 D1 0 1 1
u14 0 1 0 D24 0 0 1
uU33 0 1 1 D9 0 1 0
u15 0 1 0 D27 0 1 1
U1 0 1 0 D16 0 1 0
u24 0 1 1 D18 0 0 1
u7 0 1 1 D34 0 0 1
us37 0 1 1 D13 0 0 1
uU36 0 1 1 D20 0 0 1
uée 0 1 1 D23 0 1 0
u21 0 1 1 D2 0 1 1
u38 0 1 0 D4 0 1 0
u13 0 0 1 D14 0 1 0
U39 0 0 1 D5 0 1 0
Gaziantep 390 430 460 D29 0 0 1
FY1KN 1 0 0 D39 0 1 1
NN1KN 0 1 0

GO1KN 0 1 0 Adana 390 430 460
HVL 0 1 0 AB16 0 1 0
Yiginh 0 1 1 AE1 0 1 0
OD1KN 1 0 0 AE4 0 1 0
NH1KN 0 1 0 AE17 0 1 0
Merkez 0 1 1 AE16 0 1 0
KC1KN 0 1 1 AB20 0 1 0
60 0 0 1 AE3 0 1 0
Mersin 390 430 460 AE20 0 1 0
MM4 0 1 0 AE15 0 1 0
MM2 0 1 0 AB12 0 1 0
MM3 0 1 0 Eskisehir 390 430 460
Kahramanmarasg 390 430 460 EE1 0 1 1
MA1 0 1 0 EE19 0 1 0
MA3 0 1 0 EE24 0 1 0
MAG 0 1 0 EE26 0 1 1
YN izolat 390 430 460 EE10 0 1 0
YN3 1 0 0 EE9 0 1 1
YN1 1 0 0 EE15 0 1 0
YN2 1 0 0 EE28 0 1 1

Adana, Mersin ve Kahramanmaras yorelerine ait izolatlar, bu bantlardan sadece 430
b¢’lik bandin varligr ile ayni tip bant profilini gostermistir (Tablo 4.3). C.
pinnatifidum 1izolatlarinda (YN) sadece 390 bg¢’lik bant olustugu goriilmiistiir.
Sanlurfa, Diyarbakir ve Eskisehir yorelerine ait izolatlarin ise hi¢birinde 390 bg’lik
bant olugsmazken, diger iki bant agisindan cesitlilik belirlenmistir (Tablo 4.3).
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Gaziantep yorelerine ait izolatlarin her birinin bu bantlardan en az birine sahip

oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.3).

Mi 1 2 3 14 5 6 i 8 9 10 11 17 13 14 M2

Sekil 4.9. (GACA)4 primeri ile Sanliurfa yoresine ait 4. rabiei izolatlarinda (1-14)
amplifiye edilen bantlar

M1: 50 bp DNA ladder (Fermentas), M2: 1kb DNA ladder (Fermentas)

430 bg biiyiikliigiindeki bant izolatlarin bir kisminda ¢ok yogun, bazilarinda ise

oldukg¢a zayif {iriin olarak goriilmiistiir.

(GTG)s ve (TCC)s primerleri, YN izolatlarinda diger izolatlardan farkli olarak bir
bant farkliligi belirlenmistir. (GTG)s primer, bu izolatlarda 700 bg¢’lik bir bant
olusturmustur (Sekil 4.10). (TCC)s primeri de yine bu izolatta ¢cok yogun olmamakla
birlikte diger izolatlarda goriilmeyen yaklasik 2200 bg’lik bir bant amplifiye etmistir.
Ancak bu primerle olusan bantlar ¢ok az ve zayif oldugu i¢in degerlendirmeye

alinmamustir.
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Sekil 4.10. (GTG)s primeri ile A. rabiei izolatlarinda olusan bant profili

M: 100+500 kb DNA markir (Fermentas); 1: Cicer pinnatifidum’dan izole edile 4.
rabiei izolatt (YN); 2-9: Cicer arietinum (kiiltiir nohutu)’dan izole edilen 4. rabiei
izolat1 (Farklilig1 olusturan bantlar oklarla gosterilmistir)

(GACAC)s ile olusan bantlar arasinda yine C. pinnatifidum’dan elde edilmis izolatta,
diger izolatlarda goriilen yaklasik 850 bg biiyiikliigiinde bir bandin olmadig:
belirlenmistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11. (GACAC); primerleriyle olusan bantlarin goriintiisti
M: 1kb DNA ladder, 1: C. pinnatifidum izolati; 2, 3: Gaziantep; 4, 5: Sanlwurfa; 6, 7:
Diyarbakir izolatlar

Calisilan (ACTG)s (CA)s, (CT)s, (GAAT)s (GCGT)s (AGG)s ve (CAC)s primerleri
ise ¢ok zayif ve monomorfik bantlar vermistir. (GATA)4 ve (GATT)4 primerleriyle

ise hi¢bir {iriin olugsmamastir.
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4.5. VCG Analiz Sonuclar:

Vejetatif uyumlu gruplart belirlemeden 6nce nit mutanlar1 elde edilmesi yoniinde
bir¢ok ortam denenmistir. Bu denemelerde Gaziantep yoresinden 2 izolat (FY 1KN,
ODI1KN), Adiyaman yoresinden 1 izolat (Besni), Diyarbakir yoresinden 1 izolat
(Ergani), Sanlurfa yoresinden 1 izolat ¢alisilmistir. A. rabiei’ye ait yabanil tip kiiltiir

morfolojisine ait 6rnek sekil 4.12°de gdsterilmistir.

Sekil 4.12. Sanlurfa yoresine ait hastalikli bitki orneklerinden izole edilmis A.
rabiei’ye ait yabanil tip kiiltlir morfolojisi (a) CMA ortami (b) PDA ortami

KClO; igeren FMM ve PDA ortamlari {izerinde yar1 seffaf gériiniimde ince misel
gelisimleri 10-12 hafta igerisinde meydana gelebilmistir. KP30 ortaminda bu tip
hifsel gelisim yaklagik 5-6 hafta sonra goriilebilirken KF30 ortaminda 12 hafta

sonunda goriilmeye baglanmistir (Sekil 4.13).

41



Sekil 4.13. KF 30 ve KP 30 ortamlarindaki 60 giinliik kiiltiir morfolojileri
(a)FY1KN, (b)Besni, (c)Urfa, (d)Ergani izolatlari

42



Mutant olup olmadigini test etmek amaciyla ince ve yari-seffaf miselyumlarin en ug
kenarlarindan alimip FMM ortamina aktarilan pargalar yabanil tip gelisme
gostermistir (Sekil 4.14). Bu durumda bu izolatlarin nit mutanti olmadigi

anlagilmistir.

Sekil 4.14. KP 30 ortamindan FMM ortamima aktarilmig o6rneklerin koloni
morfolojileri

(a) Besni, (b) Ergani izolatlar1

FMM, CMA, PDA ortamlarinda kurulan caprazlama denemeleri 20 giin sonra
degerlendirilmistir. Deneme sonuglart en iyi CMA ortamindan elde edilmistir (Sekil
4.15). FMM ortamindaki gelisme c¢ok yavas oldugundan, bu ortamin sonuglari

alinamamustir.

Sekil 4.15. CMA ortaminda ¢aprazlama 6rnegi
A:Urfa, B:NN1KN, C: Ergani, D: Besni
(Oklar misellerinin birlesmedigi alanlar1 gostermektedir)

CMA ortaminda yapilan ¢aprazlama denemelerine gore c¢alisilan izolatlar

uyumlu/uyumsuz olma agisindan iki gruba boliinmiistiir. 1. grupta yer alan Urfa,

43



Ergani, Besni ve Sazgm izolatlar1, aralarinda vejetatif uyum gdstermistir. ikinci bir
grup olarak ayrilan NNIKN (Gaziantep) izolatt ise diger izolatlarla uyum

gostermemistir.
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BOLUM 5
TARTISMA

Gilineydogu Anadolu Boélgesi, nohudun insanlik tarihinde ilk kez kiiltiire alindigi
Mezopotamya’y1 i¢inde bulundurmasi nedeniyle gerek yabani Cicer spp. ve gerekse
de Ascochyta rabiei izolatlarinin polimorfizmi agisindan ©Onemli bir kaynak

olusturmaktadir.

Baklagillerin yabani akrabalarmin bir¢ogunun Tiirkiye sinirlart igerisinde oldugu
bildirilmistir (Leipzing, 1996). Fakat bunlarin ¢ogu, basta otlatmadan dolay1 olmak
iizere genetik erozyonla tehdit altindadir (Leipzing, 1996). Ozellikle C. reticulatum
Ladizinsky, C. pinnatifidum Jaub. Et Spach, C. echinospermum P. H. Davis ve C.
bijugum Rech. Fil. olmak iizere baz1 yabani nohut tiirleri Tiirkiye’de dogal yayilima
sahiptir (Leipzing, 1996). Bugiin halen mevcut olan atasal tlirlerin devami ve yabanil
tip akrabalar, kiiltiir tiirlerimizde olmayan hastalik direnci gibi baz1 genetik isaretlere
sahiptir. Bu 0zelliklerin molekiiler diizeyde belirlenerek genetik miihendisligi veya
caprazlama yontemiyle Ozelliklerin aktarilmasi ile hastalik direnci artirilabilinir.

Yabanil akrabalar tarim iirlinlerinin geligimi i¢in dnemli igaretler tasimaktadir.

Kiiltiir nohudu olarak bilinen C. arietinum L.’un yabani atas1 olarak C. reticulatum
Ladizinsky bilinmektedir. (Ladizinsky and Adler, 1976). Olduk¢a sinirli ve seyrek
bir dagilima sahip olan bu tiiriin gegmisi 10 000 y1l dncesine dayanmaktadir (Lev-
Yadun vd., 2000; Zohary and Hopf, 2000). Asir1 otlatma, ¢ogu yabani atalarin
orijinal dagilimini degistirmistir ve hemen hemen sadece, otlatma baskisinin
olmadig1 dik taslik bayirlarla simirli kalmistir (Leipzing, 1996). Yapilan arazi
calismalarinda C. reticulatum bulunamamasina ragmen yapilacak daha kapsamli
arastirmalarla bu yabani atanin bulunmasi miimkiin olabilir. Ayrica bu tiirde, A.
rabiei etkisinin kesfi, evrimsel gelisim rotasinin anlagilmasinda 6nemli katkilar

saglayacaktir.

Arazi caligmalar1 esnasinda kirecli topraklarda, yiiksek kesimlerde, kayalik alanlarda,

kaya diplerinde nokta lokasyonu seklinde bir dagilima sahip olan C. pinnatifidum
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ornekleri, Kahramanmaras-Pazarcik ve Adiyaman-Nemrut yolu {izerinde
bulunmustur. Bu Orneklerin bircogu saglikli iken bazi Orneklerin 4. rabiei ile
enfekteli oldugu, ascochyta yanikliginin bilinen simptomlar: ile makroskobik olarak
ve laboratuvarda mikrsokobik analizlerle belirlenmistir. Adiyaman-Nemrut’taki
orneklerde ascochyta yamklhigina ait hastalik simptomlar1 gozlenmis fakat bu
izolatlarin saf kiiltiirleri elde edilememistir. Kahramanmaras-Pazarcik’tan toplanmis
orneklerdeki A. rabiei izolatlan kiiltiire alinabilmistir. Bu izolatlarin kiiltiir sartlari
altinda, kiiltiir nohudu C. arietinum’dan alinan izolatlara gore ¢ok diisiik oranda
sporulasyon gosterdigi belirlenmistir. Bu izolatlarin mikrosatellit analizlerde (GTG)s
ve (GACAC); primerleri ile yapilan PCR analizlerinde diger 4. rabiei izolatlarindan
bir bant farklilig1 ile ayrildig1 goriilmiistiir. Molekiiler seviyede ve kiiltiir sartlarinda
gostermis oldugu farkli 6zellikler, yabani nohudu konak olarak kullanabilmesi ve
enfeksiyon olusturabilmesi i¢in diger A. rabiei izolatlarindan ayrilmig ve farkli bir
evrimsel yol izlemekte olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu izolatin iilkemizde
yetistiriciligi yapilan farkl kiiltiir nohudu ¢esitleri tizerindeki etkisinin belirlenmesi
onerilmektedir. Ayrica bu farkli konak spesifitesinin temelinin anlagilmasi i¢in kiiltiir
nohudundan elde edilmis izolatlarin C. pinnatifidum ve diger yabani nohut tiirlerini

konak olarak kullanip kullanamadig1 ve enfekte etme durumu da ortaya koyulmalidir.

Ascochyta spp. konaklarina spesifiktir (Kaiser vd., 1997). A. rabiei’nin C. arietinum
tizerinde Ozellesme gostermesine ragmen, kiiltlir nohudunun yabani akrabasi C.
pinnatifidum’u da konak olarak kullanabilmesi, konak-patojen spesifitesindeki bir

degisikligin isareti olabilir.

A. rabiei, eseyli ve eseysiz olarak iireyebilmektedir. Eseysiz iiremesi piknidyalarda
olusan pikniosporlarla, eseyli iiremesi ise pseudotesyum tipindeki askuslarinda
olusan askosporlariyladir. Pikniosporlar daha kisa mesafelerde yayilim gosterirken,
askosporlar oldukca genis mesafelere ulasabilmektedir (Nene 1984; Kaiser, 1987).
Bunlar riizgarla yayilabilir ve kaynagindan birka¢ yiiz metre uzaktaki nohutlari
enfekte edebilir (Navas-Cortes vd.., 1998; Trapero-Casas ve Kaiser, 1992b; Trapero
Casas vd. 1996). Pseudotesya ve askosporlar genellikle kig aylar1 boyunca soguk ve
nemli sartlarda nohut yiginlar1 iizerinde gelisir ve her biiylime sezonu basinda primer
inokulum kaynag: olarak O6nemli bir rol oynar (Trapero-Casas ve Kaiser, 1992b;

Trapero-Casas vd., 1996). A. rabiei, heterotallik olup (Trapero-Casas and Kaiser,
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1992a; Wilson ve Kaiser, 1995), iki eslesme (mating) tipi vardir ve her iki 6zelligi
bulunduran izolatlar bir arada bulundugunda seksiiel iireme ve bu sekilde
rekombinant bireyler meydana gelmekte; bdylece, genotipik ¢esitlilik artmaktadir.
Bu varyasyon, direncli konak hatlarina karsi artmis viriilenslik ve fungusitlere karsi
direng gelisimi gibi patojenle miicadeleyi zorlastiran evrimsel gelisime yol

acmaktadir (Milgroom, 1996, Kaiser, 1997b, Milgroom ve Fry, 1997).

Mating tip dagilim oranlarina gore Gaziantep yoresine ait populasyonda MATI-2,
Sanlwrfa’da MATI-1 tiplerinin yaygin olup, Diyarbakir’da esit oranda olmasi,
yoreler arasinda eseysel iireme sikliginin farklilik gosterebilecegi ve bu durumun da
her yore i¢indeki A. rabiei populasyonlarinda genetik ¢esitlilikte fark
olusturabilecegi sonucuna gotiirmektedir. Nitekim, (CAG)s polimorfizmi agisindan
en fazla cesitlik, 1:1 mat tipi dagilimin oranina sahip olan Diyarbakir yoresine ait
populasyonda olmustur. Adana’ya ait tiim izolatlarin ise MATI-1 tipinde oldugu
goriilmiistiir. Polimorfizm c¢alismalarinda da bu yoreye ait izolatlar arasinda bir
farklilik gozlenmemistir. Bu durum, yorede eseyli iiremenin olmadigi veya ¢ok
diisiik oranda gerceklestigi ve bunun sonucu olarak da korunmus bir genetik yapinin

hakim oldugu sonucunu diistindiirmektedir.

Eskisehir, Mersin ve Kahramanmaras yorelerine ait bitki materyallerinin yiiksek
orandaki bulasikligt nedeni ile az sayida A. rabiei izolati saf olarak elde
edilebilmistir. Bu izolatlarin mat tiplerinin belirlenmis olmasina ragmen, daha
giivenilir bir mat dagilim oranin ¢ikarilmasi i¢in bu yorelere ait izolat sayisi

artirtlmalidir.
C. pinnatifidum’dan elde edilen 3 izolatin da MATI-2 tipinde oldugu belirlenmistir.

Elde edilen MATI-1 ve MATI-2 oranlar1 yorelere gore populasyonlar arasinda farkl
olmakla beraber genel sonug izolatlarin 69:47 oraninda bir dagilima sahip oldugunu
gostermektedir. Bu durum seksiiel evrenin diizenli olarak meydana gelebileceginin
ve populasyon i¢i ve populasyonlar arasi yiiksek genetik cesitliligin bir isareti
olmaktadir. Bununla beraber seksiiel iiremenin gostergesi olan teleomorfun varligina
dair su ana kadar Tiirkiye’den bir rapor bildirilmemistir (Kaiser ve Kiismenoglu,

1997). Ancak, Tiirkiye’nin komsular1 olan Bulgaristan (Kovachevski, 1936),
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Yunanistan ( Zachos vd., 1963) ve Suriye’ye (Haware, 1987) ait teleomorf raporlari

bulunmaktadir (Kaiser ve Kiismenoglu, 1997).

1997 yilinda Kaiser ve Kiismenoglu tarafindan Tiirkiye’deki 23 ilden toplam 145 A.
rabiei izolatinin mat tipi dagilimlar1 arastirilmistir. Bu ¢alismada her ilden toplanan
ornek sayisi olduk¢a az oldugu goriilmiistiir ve ¢alismada yer almis bazi illere
(Diyarbakir, Gaziantep, Adana) ait mat dagilim oranlari, bu tez ¢aligmasi kapsaminda
daha fazla sayida izolatin ¢alisilmasi ile farkli sonuglar sunmustur. Ayrica daha 6nce
calisilmamis yorelerimize (Sanliurfa, Kahramanmarag) ait sonuclar da ilk olarak
sunulmustur. Kasier ve Kiismenoglu tarafindan yapilan bu aragtirmada genel mat
tipi dagilimi olarak %59 MATI-1 ve %41 MATI-2 sonucunun 6nemli bir degisiklik
gbstermeyip, bu tez calismasi kapsaminda da patojenin genel mat dagilim sonucu;
MATI-1 %59,5 ve MATI-2 %A40,5 olarak belirlenmistir. Ancak ydrelere gore
populasyonlar arasinda o6nemli mat dagilim farkliliginin goriilmesi nedeniyle,

patojenin genel durumundan ziyade yerel durumu dikkate alinmalidir.

Ascochyta tiirleri konaklarinda tohum enfeksiyonlarina neden olabilmekte ve
enfekteli tohum aracilig ile de kolayca farkli bolgelere taginabilmektedir (Kaiser,
1981; Kaiser, 1987). Tohum ve yapraklarin molekiiler diizeyde kantitatif analizleri
ile bu tip girislere kars1 6nlem alinabilir. 4. rabiei igin gelistirilmis mat-spesifik PCR
analizleri nohut tohumlarinda patojenin saptanmasi ve karantina uygulamasi olarak
kullanilabilecegi bir analiz yontemidir (Barve vd., 2003). Ozellikle de bir esey tipinin
dagilim gosterdigi alanlara ikincil bir esey tipinin girisi ve bdylece populasyonda

varyasyonu artiran eseyli tireme engellenebilecektir.

A. rabiei’nin, mat-spesifik PCR analizleri ile direkt olarak enfekteli bitki dokusu
tizerinden belirlenebildigi laboratuar analizleri ile gortilmustiir. Enfekteli tohum
kabugundan DNA izolasyonu yapilarak farkli orjinli (bitki, fungus ve bitkideki diger
organizmalara ait DNA karistimi) DNA 0Orne8i 4. rabiei mat-spesifik PCR
analizlerine tabi tutulmustur. Sonugta A. rabiei izolatinin varligi, mat sonuglar ile

gbzlenmistir ve bu yontemin 4. rabiei’nin tesbitinde kullanilabilecegi belirlenmistir.

Tiirler arasi yapilan laboratuvar caprazlamalar1 biyolojik tiirleri belirlemek ve
sinirlandirmak i¢in kullanilabilir bir yoldur (Kaiser vd., 1997). Bu yonde yapilan

caprazlamalar A rabiei’nin diger Ascochyta tiirlerinden oldukca uzak oldugunu
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gostermistir (Kaiser vd, 1997). Caprazlama sonucu yeni bir nesil veren ve yakin
akraba olduklar diisiiniilen tiirlerin askosporlar1 ebeveynlerinin konaklarini enfekte
etme yOniinde basarisiz olmuslardir (Kaiser vd, 1997). Ebeveynlerine gore daha az
viriilens ve sagliksiz olmasi nedeniyle bu tarz tiirler arasi ¢aprazlamalarin dogada
meydana gelmedigi veya gelse dahi sonucglarinin elemine edildigi diisiintilmektedir
(Kaiser vd., 1997). A. rabiei’nin diger Ascochyta tiirlerinden filogenetik olarak uzak

oldugu molekiiler analizlerle de desteklenmistir (Barve vd., 2003).

MAT bolgesi tiirler iginde olduk¢a korunmus bir bolgedir ve bu sebeple MAT lokusu,
birbirine yakin tiirlerin filogenetik analizlerinin incelenmesinde oldukga kullanighdir
(Poeggeler, 1999; Turgeon, 1998; Turgeon and Berbee, 1998). Baklagilleri konak
olarak kullanan Ascochyta tiileri [A. rabiei (nohutta), A. lentis (mercimekte), A. fabae
(baklada) ve A. pisi (bezelyede)] icin MAT -2 lokusundaki HMG bolgesi iizerinde
yapilan g¢aligmalar, 4. rabiei’nin diger Ascochyta spp.’den uzak oldugunu ortaya
koymustur (Barve vd., 2003). Diger Ascochyta spp.’den filogenetik olarak uzak
oldugu belirlenmis olan bu tiiriin kendi icinde MAT genleri arasinda bir farkliliga
sahip olup olmadigin1 anlamak iizere tez calismasi kapsaminda A. rabiei MAT
genleri, MAT-spesifik PCR analizleri ile ¢ogaltilip dizi analizleri gerceklestirilmistir.
Bu bolgeler icinde A. rabiei izolatlar1 arasinda yaklasik %90-95 benzerlik
goriilmiistiir. Ancak MATI-1 izolatlari igerisinde ileri primerlerin baglanma bolgesini
takip eden yaklagik 40 bazlik bir alanda 6nemli baz farkliligi gosteren izolatlar
olmustur. Farklilik ayni yoreye ait izolatlar arasinda da goriilmiistiir. Ozellikle
Gaziantep yoOresine ait NN1KN kodlu izolatin digerlerinden ve standart alinan
izolattan onemli derecede farklilik gosterdigi saptanmustir. Genel olarak MATI-2
izolatlar1 arasinda goriilen baz farkliliklarinin ¢ok daha az sayida oldugu

gorilmiistiir.

Mikrosatellit primerleriyle PCR analizleri ¢ok yonlii kullanilabilen molekiiler
markirlardir. Mikrostellit dizi tekrarlarinin primer olarak kullanilip olusan iriinlerin
elektroforetik ayrimla incelenmesi genetik cesitlilik ve akrabalikla ilgili ¢aligmalarda
funguslar (Meyer vd., 1993; Meyer ve Mitchell, 1995; Buscot vd., 1996), bitkiler
(Gupta vd., 1994; Weising vd., 1995b; Tsumura vd., 1996) ve diger organizmalarda
(Zietkiewicz vd., 1994) kullanilan yontemlernden biridir. Bu teknik kullanilarak daha

once farkl tilkelerdeki A. rabiei populasyonlarinda uygulanmis olan ve farkli fungal
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tiirlerde kullanilmakla beraber 4. rabiei i¢in denenmemis olan ¢esitli mikrosatellit

markirlari ¢alisilmistir.

Gesitlinger vd. (1997b) tarafindan yapilan ¢alismada Tunus ve Suriye’ye ait 4. rabiei
izolatlarinda (GGAT)s4, (GAA)s, (GACA)4, (GATA),; mikrosatellit primerleriyle
yapilan PCR analizlerinin izolatlar arasinda monomorfik bant profillerinin olustugu
ve mikrosatellit primerleri ile ortaya ¢ikan polimorfizm derecesinin diisiik oldugu
bildirilmistir. A. rabiei genomu i¢in kullanilan mikrosatellit markirlarin, RFLP
analizlerinde prob olarak kullaniminin daha duyarli bir markir teknigi oldugu
sonucuna varmiglardir. Bununla beraber bu tez ¢alismasi kapsaminda iilkemize ait A4.
rabiei izolatlarinda Geistlinger vd. (1997) tarafindan c¢alisilan izolatlarda
polimorfizm olusturmayan (GACA); mikrosatellit primeri ile 3 bant agisindan
polimorfizm olustugu belirlenmistir. Yine ayn1 ¢alismada monomorfik bantlar veren
(GATA)4 primerinin farkli yorelerimize ait A. rabiei izolatlarinda amplifikasyon
olusturmadig1 goriilmistiir. Bu durum diinya tizerinde cografik olarak farkl
alanlardaki A. rabiei populasyonlarinin 6nemli derecede varyasyon gosterdiginin bir
kanitidir. Ayrica saptanan varyasyonun diger bir yonii; bu primerlerle olusan
bantlarin tekrar bolgeleri (SSR) arasindaki bolgeler (ISSR) olmasi nedeniyle, bu
bolgelerin tasidigi genetik anlam ve kodlanan bir kisim olup olmamasi Onem
tagimaktadir. Bu amagla olusan bu bantlarin sekans analizlerinin gerceklestirilerek

genom lizerindeki yeri ve 6dneminin ¢ikarilmasi onerilmektedir.

Bir filamentoz fungal fitopatojen olan ve anemon bitkisinde antraknoza yol acan
Israil’e ait Colletotrichum acutatum populasyonlari iizerinde Freeman vd. (2000)
tarafindan (CAG)s, (TGTC)4, (ACTG)s, (GACAC)3, (GACA)s mikrosatellitlerinin
primer olarak kullanildigi PCR temelli polimorfizm g¢aligmasinda da izolatlarin
sadece birisinin digerlerinden farklt olup digerlerinin benzer bant profilleri
olusturdugu bildirilmistir. Bu caligmada kullanilan prosediir modifiye edilerek,
(CAG)s, (GACACQ);, (GACA)4 mikrosatellit markirlarinin primer olarak kullanildig:
polimorfizm arastirmast 4. rabiei popluasyonlarimiz ilizerinde gerceklestirilmistir.
(CAG)s ve (GACA); ile polimorfik bantlar belirlenmistir. (GACAC); primeri ise
calisilan izolatlar i¢inde yukarida belirtildigi gibi sadece C. pinnatifidum’dan elde

edilen izolatta bir bant ile farklilik g&stermistir.
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Bir¢ok farkli konaga sahip Colletotrichum acutatum’un farkli konaklarindan elde
edilen populasyonlar1 {izerinde Freeman vd. (2001) tarafindan yapilmis bir diger
calismada (CAG)s, (GTG)s, (GACAC); ve (GACA), primerleri kullanilarak yapilan
PCR analizleri, izolatlar arasinda polimorfik bantlar vermistir ve ayni calisma
kapsaminda yapilan diger molekiiler markir analizleri ile uyumlu olarak izotlarin dort
alt grupta tanimlanmasini saglamistir. (GTG)s primeri, yukarida da belirtildigi gibi,
bu tez caligmasi kapsaminda arastirilan A. rabiei izolatlarindan sadece C.

pinnatifidum izolatinda bir bant ile farklilik olusturmustur.

Askosporlar ve konidiler genellikle ¢ok ¢ekirdeklidir (Beckmann vd, 1990; Wilson
ve Kaiser, 1995). Polimorfizm sonucu olusan bantlarin degerlendirilmesinde bu
durum da dikkate alinmalidir. Bunun icin de calisilan izolatlarin elektroforetik

karyotipleme sonuglarinin alinmasi nerilmektedir.

Farkli yorelerden elde edilmis izolatlarin, farkli nohut ¢esitleri tizerindeki patoloji
denemeleri, izolatlar arasinda 6énemli bir viriilens farkliligi oldugunu ve Adana’dan
saglanmig izolatlarin belirgin bir sekilde yiiksek viriilenslige sahip oldugunu
gostermistir (Can vd., 2006). Bu yoreye ait orneklerde tek bir mat tipi belirlenmis
olup yapilan molekiiler caligmalarda da herhangi bir polimorfizm saptanmamistir. Bu
durum, bu bolgedeki A. rabiei populasyonun oldukc¢a korunmus oldugunu, eseysel

tireme ve cesitlilik gostermedigini diisiindiirmektedir.

Daha fazla sayida molekiiller markir ile patojenin genetik varyasyonu ortaya
cikarilmali ve bu varyasyonun patojen izolatlarin viriilenslik seviyeleriyle baglanti

gosterip gostermedigi tespit edilmelidir.

A. rabiei lizerinde VCG analizleri ile ilgili bir veriye ulagilamamistir. Bu konuda bir
adim olabilecek sekilde az sayida 4. rabiei izolati iizerinde nit mutanti arastirmasi ve

VCQG belirlemesi tizerine bir ¢aligma sunulmustur.

Puhalla (1985) tarafindan Fusarium oxysporum irklar1 lizerinde nit mutantlarinin
belirlenmesi araciligiyla vejetatif uyumlu gruplarin tespitinde kullanilan yontem A.
rabiei izolatlar1 lizerinde denenmistir. 4. rabiei’ye ait baz1 izolatlarida nit mutanti
olup olmadig1 arastirilmistir. Bu konuda diinya literatiirlinde detayli bir ¢alisma
bulunmadig1 icin, farkli ortamlarda KCLOs; kullanilarak nif mutantlarinin elde

edilmesine calisilmistir. Bu ortamlarda ¢ok yavas gelisme gdsteren ve mutant
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goriintiisii veren sektorlerin FMM ortaminda yabanil tipe doniismeleri nit mutanti
olmadiklar1 sonucuna ulastirmistir. Bu durumda nit mutantlar1 iizerinden vejetatif

uyumluluk gruplarinin belirlenmesine gidilememistir.

Vejetatif uyumlu gruplarin belirlenmesi, mutant izolat belirlenmemekle beraber, ayni
petri igerisinde c¢oklu c¢aprazlama denemeleri kurularak makroskobik olarak
misellerin birlesme veya koloniler arasinda sinir olusumu dikkate alinarak gruplama
yapilmaya calisilmistir. Bu yontemle, calisilan bes izolat iki grupta toplanmistir.
Gruplardan birinde Gaziantep yoresinden tek bir izolat yer almaktadir. Diger grupta
ise Sanlwrfa, Diyarbakir, Kahramanmaras ve Gaziantep yoresinden izolatlar
bulunmaktadir. Izolat sayis1 artirilarak CMA ortaminda yapilacak caprazlama
denemeleri ile izolatlar vejetatif olarak uyumlu/uyumsuz seklinde gruplandirilabilir
ve molekiiler markirlarla polimorfizm agisindan da VCG’yi destekleyen gruplarin

olusup olusmadigi incelenerek baglanti kurulabilir.

Kiiltiire alinmig bitki tlirlerinin primer ve sekonder orjin merkezleri, siklikla
patojenlerinin de orjin yerleridir (Leppik, 1970; Abbo vd., 2003). Bu acidan iilkemiz
A. rabiei ile ilgili evrim ve filogeni c¢aligmalart i¢in 6nemli bir odak noktasi
konumundadir. Orjin bolgesindeki populasyonlarin analizleri ile diinyanin farkl
bolgelerindeki ayni tiire ait populasyonlarin karsilastirilmasi, genetik ag¢ilim ve
cesitlenme durumunu gosterecek ve fileocografik gelisimi hakkinda fikir verecektir.
Ayrica patojenlerinin detayli bir sekilde taninmasi ve konak-patojen iliskisinin
aydinlatilmasi ile gelistirilebilecek hastalik kontrol ve miicadele yontemleri nohut

tiretiminde artis ve ekonomik ag¢idan biiyiik katkilar saglayacaktir.
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Ek 1: Fungal Besi Ortam icerikleri

CMA (Chickpea Meal Agar) (gr/It)
30 gr Nohut Unu

20 gr Glukoz

15 gr Agar

(dH,O ile 1 1t’lik ortam hazirlanir)

PDA (Patates Dekstroz Agar) (gr/lt))
39 gr Patato Dekstroz Agar

12 gr Agar

(dH,O ile 1 1t’lik ortam hazirlanir)

2-YEG (gr/lt))

10 gr Glukoz

2 gr Yeast Extract

(dH,O ile 1 1t’lik ortam hazirlanir)

FMM (1 1t)

20 ml FMM X50

200 ul iz Elementler

30 gr Sakkaroz

20 gr Agar

(dH,O ile 1 1t’lik ortam hazirlanir)
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FMM X50 (stok) (400 ml)

NaNOs 40 gr

KH2PO,4 20 GR

MgS04.7H,0 10 gr

KCI1 10 gr

(dH,O0 ile 400 mlI’lik ortam hazirlanir)

FMM iz Elementler

5 gr Sitrik Asit

5 gr ZnS0O,4.7H,0

4.75 gr FeSO4.7H,0
lgr Fe(NH4)2S04.6H,0
250 mg CuSO4.H20
50 mgH;BO;

50 mgNaMo0O4.2H,0
95 ml ddH20
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Ek 2: Niikleik Asit Analizlerinde Kullanilan Soliisyonlar

CTAB Soliisyonu (50 ml):
10 ml %10 CTAB

14 ml 5 M NaCl

5ml 1 M Tris-HCI (pH: 8)
2ml 0.5 M EDTA (pH: 8)
19 ml ddH,O

TAE (50X) (100 ml)

24,2 gr Tris-Base

5.71 ml Glasial Asetik Asit

10 ml EDTA (0.5 M, pH: 8)
(dH,0 ile 100 ml’ye tamamlanir)
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Ek 3: Ascochyta rabiei MAT1-1 izolatlarimin MAT Bélgesi DNA Dizilim Analizi

Ar21-MAT1-1 GGACCAEC./AGGGCTCATACTAGSGGCTACTAC!
Ul4-MAT1-1 GGACC.
U21-MAT1-1 GGACC.

ABI6-MATI-1  GGACCAEC./AXGGCTCATACTAG(GCTACTACCECGCTCG o4
AB20-MAT -1 GACCAGEC. /AAXGGCTCATACTAG (GCTACTACCECGCTCG 64
UI9-MAT1-1 CCGCH . TNN..... TACITACTAGAA\CNACXACCE (GCTCG 53

DI3-MAT1-1 GIGCGI®IGITG.... TTTIRGAAAAAAANA;
D35-MAT1-1 GTI....GT §TG.... GTGTATRAATACAIGNCA;
MM2-MAT1-1 GN.... G...GINTTATAATAA AANNAGGGCT{E@NGCTC 59
AEI-MAT1-1 G
EEI-MAT1-1 G

NNIKN-MAT1-1  GGACCAEC./AAGGGCTCATACTAGSGCTACTACCECGCTICG 63

A21-MAT1-1 CTGTAGETGCAGATCCCATEATACCAGGCT.(GGACACAGA 2444
Ul4MAT1-1 CTGTAGETGGAGATCCCATEATACCAGGCT.(GGACACAGA 101
U21-MAT1-1 CTGTAGETGGAGATCCCATEATACCAGGCT.(GGACACAGA 101
ABI6-MATI-1  CTGTAGETGGAGATCCCATEATACCAGGCT.(GGACACAGA 101
AB20-MATI-1  CTGTAGETGGAGATCCCATEATACCAGGCT.(GGACACAGA 101

UI9-MAT1-1 90

DI3-MAT1-1 105
D35-MAT1-1 9

MM2-MAT 1-1 9%

AEI-MAT1-1 103
EEI-MAT1-1 100
NNIKN-MAT 1-1 100
Ar21-MAT1-1 2484
Ul4MAT1-1 141

U21-MAT1-1 141

AB16-MAT1-1 141

AB20-MAT1-1 141

UI9-MAT1-1 130
DI3-MAT1-1 145
D35-MAT1-1 139
MM2-MAT 1-1 136
AEI-MAT1-1 143
EEI-MAT1-1 139
NNIKN-MAT 1-1 140
Ar21-MAT1-1 2523
Ul4-MAT1-1 180
U21-MAT1-1 180
ABI6-MAT1-1 180
AB20-MAT1-1 180
UI9-MAT1-1 169
DI3-MAT1-1 184
D35-MAT1-1 178
MM2-MAT1-1 175

AEI-MAT1-1 182
EEI-MAT1-1 179
NNIKN-MAT-1 179
Ar21-MAT1-1 ) GCANTTTCAAGGATTCACAGATCTC WA\ 2563
Ul4-MAT1-1 ) "ANTTTCAAGGATTCACAGATCTC ) 220
U21-MAT1-1 ) "ANTTTCAAGGATTCACAGATCTC ) 220
AB16-MAT1-1 ) "ANTTTCAAGGATTCACAGATCTC ) 220
AB20-MAT1-1 "AACTC! TTTCAAGGATTCACAGATCT 220
UI9-MAT -1 "AACTC! TTTCAAGGATTCACAGATCT 209
DI3-MAT1-1 “"AACTCGCAITTTCAAGGATTCACAGATCT(C ) 224
D35-MAT1-1 “"AACTCGCAITTTCAAGGATTCACAGATCT(C ) 218
MM2-MAT1-1 ) GCANTTTCAAGGATTCACAGATCTC B 215

AEI-MAT1-1 ) GCANTTTCAAGGATTCACAGATCTC B 222
EEI-MAT1-1 ) "ANTTTCAAGGATTCACAGATCTQ ) 219
NNIKN-MATI-1 (@ "ANTTTCAAGGATTCACAGATCTC ) 219
Ar21-MAT1-1 [CCGAACCCTTTCTCCGACCTTTTTCGGCGACGCATCTACCSE

Ul4MAT1-1 [CCGAACCCTTTCTCCGACCTTTTTCGGCGACGCATCTACCLY
U21-MAT1-1 [CCGAACCCTTTCTCCGACCTTTTTCGGCGACGCATCTACCLY
AB16-MAT1-1 [CCGAACCCTTTCTCCGACCTTTTTCGGCGACGCATCTACCAY
AB20-MAT1-1 [CCGAACCCTTTCTCCGACCTTTTTCGGCGACGCATCTACCAY
UI9-MAT1-1 [CCGAACCCTTTCTCCGACCTTTTTCGGCGACGCATCTACCZY
DI3-MAT1-1 [CCGAACCCTTTCTCCGACCTTTTTCGGCGACGCATCTACCZ:
D35-MAT1-1 CCGAACCCTTTCTCCGACCTTTTTCGGCGACGCATCTACCIPAL
MM2-MAT -1 [CCGAACCCTTTCTCCGACCTTTTTCGGCGACGCATCTAC 255
AEI-MAT1-1 [CCGAACCCTTTCTCCGACCTTTTTCGGCGACGCATCTAC 262
EEI-MAT1-1 CCGAACCCTTTCTCCGACCTTTTTCGGCGACGCATCTACCaY
INITQRV AN B B CCGAACCCTTTCTCCGACCTTTTTCGGCGACGCAT CTACCIPAY

*Ar21: standart 4. rabiei izolatlarinin baz dizilimi [ATCC76502 (DQ341313)]; U14, U21, U19: Sanlurfa
izolatlari; AB16, AB20, AE1: Adana izolatlari; D13, D35: Diyarbakir izolatlar;; MM2: Mersin izolati; EE1:
Eskisehir izolati; NN1KN: Gaziantep izolati
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A21-MAT1-1 2643
UI4-MAT1-1 300
U21-MAT1-1 300
ABI6-MAT1-1 300
AB20-MAT -1 300
U19-MAT 1-1 289
DI3-MAT1-1 304
D35-MAT1-1 298
MM2-MAT1-1 295
AEI-MAT1-1 302
EEI-MAT1-1 299
NNIKN-MAT1-1 299
A21-MAT1-1 2683
Ul4-MAT1-1 340
W21-MAT1-1 340
AB16-MAT1-1 340
AB20-MAT -1 340
UI9-MAT1-1 329
DI3-MAT1-1 344
D35-MAT1-1 338
MM2-MAT1-1 335
AEI-MAT1-1 342
EEI-MAT1-1 339
NNIKN-MAT1-1 339
AR1-MAT1-1 2723
Ul4-MAT 1-1 380
W21-MAT1-1 380
ABI6-MATI-1 380
AB20-MAT1-1 380
UI9-MAT1-1 369
DI3-MAT1-1 384
D35-MAT -1 378
MM2-MAT -1 375
AEI-MAT1-1 382
EEI-MAT1-1 379
NNIKN-MAT1-1 379
AR1-MAT1-1 2761
Ul4-MAT 1-1 418
21-MAT -1 418
ABI6-MATI-1 418
AB20-MAT1-1 418
U19-MAT1-1 407
DI3-MAT1-1 2
D35-MAT -1 416
MM2-MAT -1 413
AEI-MAT1-1 40
EE1-MAT1-1 417
NNIKN-MAT1-1 419
AR1-MAT1-1 CATCACGC%ACGA 2800
Ul4-MAT1-1 CATCACGC dA‘ACGA 457
W21-MAT1-1 CATCACGCORACGA 457
AB16-MAT1-1 CATCACGCCRACGA 457
AB20-MAT -1 C TTCACGCCRACGA 457
UI9-MAT -1 CATCACGCCIRACGA 446
DI3-MAT1-1 CATCACGC dA‘ACGA 461
D35-MAT1-1 CATCACGC dA‘ACGA 455
MM2-MAT -1 CATCACGCCIIACGA 452
AE1-MAT1-1 CATCACGCCRACGA 459
EE1-MAT -1 CATCACGCCRACGA 457
NNIKN-MAT1-1 INTCANGTNAR 459
AR1-MAT1-1 GCACAACAB(ECAGCACGCTARTCT 2840
Ul4-MAT1-1 GCACAAC CAGCACGCTAINTCT 497
U21-MAT1-1 GCACAAC CAGCACGCTAJITCT 497
ABI6GMATI-1  GCACAAC CAGCACGCTAJITCT 497
AB20-MATI-1  GCACAAC CAGCACGCTAITCT 497
U19-MAT1-1 GCACAACASCI8CAGCACGCTAINTCT 486
DI3-MAT1-1 GCACAACASCI8CAGCACGCTAINTCT 501
D35-MAT1-1 GCACAAC CAGCACGCTAINTCT 495
MM2-MATI-1  GCACAAC CAGCACGCTAINTCT 49
AE1-MAT1-1 GCACAAC CAGCACGCTAJITCT 499
EEI-MAT1-1 GCACAAC CAGCACGCTAITCT 497
NNIKN-MATI-1  CNNANNA GNCNNNCTNTRICTNT 499

*Ar21: standart 4. rabiei izolatlarinin baz dizilimi [ATCC76502 (DQ341313)]; U14, U21, U19: Sanlurfa
izolatlari; AB16, AB20, AE1: Adana izolatlari; D13, D35: Diyarbakir izolatlar;; MM2: Mersin izolati; EE1:
Eskisehir izolati; NN1KN: Gaziantep izolat
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Ar21-MAT1-1
Ul4MAT1-1
U21-MAT1-1
AB16-MAT1-1
AB20-MAT1-1
UI9-MAT1-1
DI3-MAT1-1
D35-MAT1-1
MM2-MAT1-1
AEI-MAT -1
EEI-MAT1-1
NNIKN-MAT1-1

2877

A21-MAT1-1 AASTGUTCONCCALC®LTGTGTC
Ul4MAT1-1 AASTGITCONCCALC@ATGTGTC
U21-MAT1-1 AASTGITCONCCALC®ATGTGTC
AB16-MAT1-1 AASTGITCONECCARATCTGIC
AB20-MAT1-1 AAANTGNTCOMNGANCI@TGTGTC
UI9-MAT1-1 AACTAITCONCCAR(®ATCTGIC
DI3-MAT1-1 A/ JITCOREGALC@ATGTGTC
D35-MAT1-1 y N TCOACCARC®TCTGTC
MM2-MAT1-1 y N TCOACCARC®TCTGTC
AEI-MAT -1 Al JITCONCCALC@.TCTGTC
EE1-MAT1-1 ITCONCCALC@LTGTGTO
NNIKN-MAT -1 ARY. UTCONCGANCOATGTGTC

Ar21-MAT1-1
Ul4MAT1-1
U21-MAT1-1
AB16-MAT1-1
AB20-MAT1-1
UI9-MAT1-1
DI3-MAT1-1
D35-MAT1-1
MM2-MAT1-1
AEI-MAT1-1
EE1-MAT1-1
NNIKN-MAT1-1

Ar21-MAT1-1
Ul4MAT1-1
U21-MAT1-1
AB16-MAT1-1
AB20-MAT1-1
UI9-MAT1-1
DI3-MAT1-1
D35-MAT1-1
MM2-MAT1-1
AEI-MAT1-1
EEI-MAT1-1
NNIKN-MAT1-1

*Ar21: standart 4. rabiei izolatlarinin baz dizilimi [ATCC76502 (DQ341313)]; U14, U21, U19: Sanlurfa
izolatlari; AB16, AB20, AE1: Adana izolatlari; D13, D35: Diyarbakir izolatlar;; MM2: Mersin izolati; EE1:
Eskisehir izolati; NN1KN: Gaziantep izolati
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Ek 4: Ascochyta rabiei MAT1-2 izolatlarimin MAT Bélgesi DNA Dizilim Analizi

AR20-M1-2

M2-D4

M2-D1

M2-YN3

M2-U38

M2-D19

M2-FYIKN

M2-GOIKN

M2-YNI

M2-YN2

AR20-M1-2

M2-D4

M2-D1

M2-YN3

M2-U38

M2-D19

M2-FYIKN

M2-GOIKN

M2-YNI

M2-YN2

AR20-M1-2 CTGGAATTCTGCTTGACGGTCGTCGCCCTCT]
M2-D4 CTGGAATTCTGCTTGACGGTCGTCGCCCTCT]
M2-D1 CTGGAATTCTGCTTGACGGTCGTCGCCCTCT]
M2-YN3 CTGGAATTCTGCTTGACGGTCGTCGCCCTCT]
M2-U38 CTGGAATTCTGCTTGACGGTCGTCGCCCTCT]
M2-D19 CTGGAATTCTGCTTGACGGTCGTCGCCCTCT]
M2-FYIKN CTGGAATTCTGCTTGACGGTCGTCGCCCTCT]
M2-GOIKN CTGGAATTCTGCTTGACGGTCGTCGCCCTCT]
M2-YNI1 CTGGAATTCTGCTTGACGGTCGTCGCCCTCT]
M2-YN2 CTGGAATTCTGCTTGACGGTCGTCGCCCTCT]
AR20-M1-2 GCCTCTCCTCCATAAACGGAAGCCTCAGTGTTCAGATGAT]
M2-D4 GCCTCTCCTCCATAAACGGAAGCCTCAGTGTTCAGATGAT]
M2-D1 GCCTCTCCTCCATAAACGGAAGCCTCAGTGTTCAGATGAT]
M2-YN3 GCCTCTCCTCCATAAACGGAAGCCTCAGTGTTCAGATGAT]
M2-U38 GCCTCTCCTCCATAAACGGAAGCCTCAGTGTTCAGATGAT]
M2-D19 GCCTCTCCTCCATAAACGGAAGCCTCAGTGTTCAGATGAT]
M2-FYIKN GCCTCTCCTCCATAAACGGAAGCCTCAGTGTTCAGATGAT]
M2-GOIKN GCCTCTCCTCCATAAACGGAAGCCTCAGTGTTCAGATGAT]
M2-YNI GCCTCTCCTCCATAAACGGAAGCCTCAGTGTTCAGATGAT]
M2-YN2 GCCTCTCCTCCATAAACGGAAGCCTCAGTGTTCAGATGAT
AR20-M1-2 CAAGGCTGACTTCAATGATACCCAATGCTCATTTTTCCTA
M2-D4 CAAGGCTGACTTCAATGATACCCAATGCTCATTTTTCCTA
M2-D1 CAAGGCTGACTTCAATGATACCCAATGCTCATTTTTCCTA
M2-YN3 CAAGGCTGACTTCAATGATACCCAATGCTCATTTTTCCTA
M2-U38 CAAGGCTGACTTCAATGATACCCAATGCTCATTTTTCCTA
M2-D19 CAAGGCTGACTTCAATGATACCCAATGCTCATTTTTCCTA
M2-FYIKN CAAGGCTGACTTCAATGATACCCAATGCTCATTTTTCCTA
M2-GOIKN CAAGGCTGACTTCAATGATACCCAATGCTCATTTTTCCTA
M2-YNI1 CAAGGCTGACTTCAATGATACCCAATGCTCATTTTTCCTA
M2-YN2 CAAGGCTGACTTCAATGATACCCAATGCTCATTTTTCCTA
AR20-M1-2 TTTTGCGTTGCTTCATCACACTCATTGATTTTCTATGACT]
M2-DA4 TTTTGCGTTGCTTCATCACACTCATTGATTTTCTATGACT]
M2-D1 TTTTGCGTTGCTTCATCACACTCATTGATTTTCTATGACT]
M2-YN3 TTTTGCGTTGCTTCATCACACTCATTGATTTTCTATGACT]
M2-U38 TTTTGCGTTGCTTCATCACACTCATTGATTTTCTATGACT]
M2-D19 TTTTGCGTTGCTTCATCACACTCATTGATTTTCTATGACT]
M2-FYIKN TTTTGCGTTGCTTCATCACACTCATTGATTTTCTATGACT]
M2-GOIKN TTTTGCGTTGCTTCATCACACTCATTGATTTTCTATGACT]
M2-YNI1 TTTTGCGTTGCTTCATCACACTCATTGATTTTCTATGACT]
M2-YN2 TTTTGCGTTGCTTCATCACACTCATTGATTTTCTATGACT]

Ar20: standart 4. rabiei izolatlarinin baz dizilimi [ATCC76501 (DQ341312)]; D4, D1, D19:
Diyarbakir izolatlari;; YN3, YN1, YN2: C. pinnatifidum izolatlart; U38: Sanlhurfa izolat; FY1KN,
GO1KN: Gaziantep izolatlar1
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AR20-M1-2 GCGCCACGTCATGGAAATCAAGCCCGTCTCCACTCTGAGA RIS

M2-D4 GCGCCACGTCATGGAAATCAAGCCCGTCTCCACTCTGAGARERIN
M2-D1 GCGCCACGTCATGGAAATCAAGCCCGTCTCCACTCTGAGA R
M2-YN3 GCGCCACGTCATGGAAATCAAGCCCGTCTCCACTCTGAGA ERIK]
M2-U38 GCGCCACGTCATGGAAATCAAGCCCGTCTCCACTCTGAGA R
M2-D19 GCGCCACGTCATGGAAATCAAGCCCGTCTCCACTCTGAGA RIS
M2-FYIKN GCGCCACGTCATGGAAATCAAGCCCGTCTCCACTCTGAGA ]
M2-GOIKN GCGCCACGTCATGGAAATCAAGCCCGTCTCCACTCTGAGAERIE]
M2-YNI GCGCCACGTCATGGAAATCAAGCCCGTCTCCACTCTGAGA ]
M2-YN2 GCGCCACGTCATGGAAATCAAGCCCGTCTCCACTCTGAGA I
AR20-M1-2 CGCTTTTCATGTTTCGGTCGCGACTGCAGTCGTTTGTACA R
M2-D4 CGCTTTTCATGTTTCGGTCGCGACTGCAGTCGTTTGTACA RS
M2-D1 CGCTTTTCATGTTTCGGTCGCGACTGCAGTCGTTTGTACA RZY
M2-YN3 CGCTTTTCATGTTTCGGTCGCGACTGCAGTCGTTTGTACAREEERX]
M2-U38 CGCTTTTCATGTTTCGGTCGCGACTGCAGTCGTTTGTACA ez
M2-D19 CGCTTTTCATGTTTCGGTCGCGACTGCAGTCGTTTGTACARERZS
M2-FYIKN CGCTTTTCATGTTTCGGTCGCGACTGCAGTCGTTTGTACA R
M2-GOIKN CGCTTTTCATGTTTCGGTCGCGACTGCAGTCGTTTGTACAEEESX]
M2-YNI1 CGCTTTTCATGTTTCGGTCGCGACTGCAGTCGTTTGTACA R
M2-YN2 CGCTTTTCATGTTTCGGTCGCGACTGCAGTCGTTTGTACAREREY]
AR20-M1-2 TGCGCGGATGCTGGAAAGTCGTCGGGTCAGGAAGT TCT TGRS
M2-D4 TGCGCGGATGCTGGAAAGTCGTCGGGTCAGGAAGTTCTTGY!
M2-D1 TGCGCGGATGCTGGAAAGTCGTCGGGTCAGGAAGTTCTT 387
M2-YN3 TGCGCGGATGCTGGAAAGTCGTCGGGTCAGGAAGTTCTTGREEE]
M2-U38 TGCGCGGATGCTGGAAAGTCGTCGGGTCAGGAAGTTCTT 384
M2-D19 TGCGCGGATGCTGGAAAGTCGTCGGGTCAGGAAGT TCTTGEES
M2-FYIKN TGCGCGGATGCTGGAAAGTCGTCGGGTCAGGAAGTTCTT 390
M2-GOIKN TGCGCGGATGCTGGAAAGTCGTCGGGTCAGGAAGTTCTTGREEE]
M2-YNI TGCGCGGATGCTGGAAAGTCGTCGGGTCAGGAAGTTCTT 390
M2-YN2 TGCGCGGATGCTGCAAAGTCGTCGGGTCAGGAAGT TCT TGN
AR20-M1-2 3608
M2-D4 431
M2-D1 427
M2-YN3 433
M2-U38 424
M2-D19 428
M2-FYIKN 430
M2-GOIKN 433
M2-YNI1 429
M2-YN2 429

Ar20: standart 4. rabiei izolatlarinin baz dizilimi [ATCC76501 (DQ341312)]; D4, D1, D19:
Diyarbakir izolatlari; YN3, YN1, YN2: C. pinnatifidum izolatlart; U38: Sanlhurfa izolat; FY1KN,
GO1KN: Gaziantep izolatlar1
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