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Ascochyta rabiei IZOLATLARININ MiKROSATELLIT DNA ANALIZLERI

IGDIRLIOGLU, Bilge Nese
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticisi: Yard. Do¢. Dr. Canan CAN
Eyliil 2004, 50 sayfa

Nohut (Cicer arietinum L.), Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde genis alanlarda kiiltiire
alinan bir baklagildir. Son yillarda nohut {iretimini sinirlandiran ve diinya ¢apinda
fark edilen en 6nemli etmen; Ascochyta rabiei’nin (Pass.) Labrousse neden oldugu
antraknoz hastaligidir. Patojen bitkinin tiim toprak {iistii kisimlarini etkileyip uygun
ekolojik sartlar altinda yayilarak ciddi tiriin kayiplann meydana getirmektedir.
Gaziantep’te son 5 yilda nohut antraknozu nedeniyle liretim kaybinin %40 oldugu
kayit edilmistir (Gaziantep Tarim II Midirlagti, 2003). Antraknoz hastaligina
(Ascochyta yamikligi) karsi yapilan caligmalar, dayamklilik 1slahiyla birlikte,

konukgu ve patojenin genetik yapisinin ortaya ¢ikarilmasi seklinde olmalidir.

Bu calismada nohutun gen merkezi olmasi nedeniyle 6ncelikli aragtirilmas: gereken
alan olmasi1 goz oniinde tutularak Giineydogu Anodolu Bolgesi’nde etkili Ascochyta
rabiei'nin morfolojik karakteristikleri ve mikrosatellit bélgeler yardimuyla izolatlar
arasindaki polimorfizmin ortaya g¢ikarilmas: amaglanmistir. Bélgedeki farkli nohut
tarlalarindan toplanan yaklasitk 120 Ascochyta rabiei izolati morfolojik ve
populasyon ¢alismalarinda kullamlmigtir. DNA analizleri i¢in 14 heterolog
mikrosatellit primer denenmistir. Tarlada bitkilerin tim kisimlarinda hastalik
etmenine rastlanmis, ve fungus kiiltiirleri koloni morfolojisi agisindan farkl gruplara
ayrilmigtir. (CAG)s primerinin izolatlar arasinda polimorfizm meydana getirdigi
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Cicer arietinum L., Ascochyta rabiei, mikrosatellit markers



ABSTRACT

Microsattelite DNA analyses of Ascochyta rabiei isolates

IGDIRLIOGLU, Bilge Nese
M.Sc. in Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Canan CAN
September 2004, 51 pages

Chickpea (Cicer arietinum L.) is cultivated in larges areas for many years in the
Southeastern Anatolian region. Ascochyta Blight (Anthracnose), caused by
Ascochyta rabiei (Pass) Labrousse is the most serious disease of chickpea
worldwide. The pathogen affects all above ground-parts of the plant and causes
important yield loses in conventional ecological conditions. In Gaziantep there was
nearly 40% yields lose in last five years (Gaziantep Agricultural Directorate, 2003).
Investigating genetic background of the host and pathogen must be the base of

disease control studies in addition to crop breeding.

The aim of this study was to determine population characteristics and to detect
pathogen’s genetic variation with polymorphism among A.rabiei isolates due to
heterolog microsatellite primers. Discrimination of 120 isolates that are collected
from several fields in the Southeastern Anatolian region, a priority area to research
because of being the gene centre for chickpea, based on the morphological
differences and 14 primers were used for DNA analyses. All parts of chickpea plants
were found to be effected from the fungus. Isolates differed in their colony
morphology and the microsatellite primer, (CAG)s, was detected to create

polymorphism among isolates.

Key words: Cicer arietinum L., Ascochyta rabiei, microsatellite markers
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1. GiRiS

Glineydogu Anadolu Bolgesi, tanimin besigi olarak “Bereketli Hilal” diye
adlandirilan alan iginde yer almasi ve ylizyillar 6ncesinden baglayan tarim faaliyetleri
agisindan Tirkiye'nin ekonomik anlamda onemli bir bolgesidir (Zohary, 1996).
Gegmisi 10.000 yila dayanan tarim faaliyetleri icerisinde nohut ilk kiiltiire alinan
baklagil olup (van der Maesen, 1972) diinyada 33 tlilkede Uretilmektedir (FAO,
1994). Ulkemizde yetistiricilik agisindan, yemeklik tane baklagiller igerisinde 665
bin hektarla nohut, ilk sirada yer alip (Annonymous,1997), diinyada ise toplam
{iretim alam1 10,2 milyon hektar olarak kayit edilmistir ( FAO, 1994). Uretilen
nohutun 8.7 tonu ihrag liriinti olup lilke ekonomisine Snemli bir katki saglamaktadir.

Diinya bakliyat tiretimi yaklagik 46 milyon ton olup 8 milyon ton ile nohut ii¢iincii
sirada yer almaktadir (FAO, 2001). Tiirkiye de {iiretim agisindan nohutta ve
mercimekte diinya siralamasinda 2’nci durumdadir. Buna ek olarak ekim alam
incelendiginde; 645 bin hektarla en yogun {iretimi yapilan baklagil; nohuttur
(IGEME, 2002). Tiirkiye’de bakliyat iiretiminin iirlinler ve yilara gére dagilim1 Tablo

1.1°de verilmistir.

Tablo 1.1 Tiirkiye bakliyat tiretimi (x1000 Ton) (IGEME, Diinya Gazetesi “Bakliyat
ve Kuru Gida” Sektérel Arastirma Eki, 2002)

Yillar Nohut Mercimek Fasulye Toplam
1993 740 735 200 1.675
1994 650 610 180 1.440
1995 730 665 225 1.620
1996 732 645 230 1.607
1997 720 515 235 1.470
1998 625 540 236 1.401
1999 560 380 237 1.177
2000 548 353 230 1.131
2001 535 520 225 1.280
2002 590 480 236 1.306




Ulkemiz bakliyat dretimi iilke geneline yayilmis olmakla beraber Giineydogu
Anadolu, retimin en yogun oldugu bolgelerindendir. GAP dahilinde bulunan
Gaziantep’te tarim uygulamast yapilan arazi 382.077ha olup il yiiz6lgiimiiniin
%62’lik kismini kaplamaktadir (Koy Hizmetleri Genel Midirliigii, 2002). Tarim
alanlar1 iginde kuru tarim uygulanan arazilerin ¢oklugu dolayisiyla il i¢inde en fazla
tarla bitkileri yetistirilmektedir ve bunlar iginde gerek iklim alam gerekse hacim
bakimindan tahillar 6n sirayr almaktadir. Baklagiller iginde en yaygin tiretilen
tirinler: mercimek ve nohuttur (T.C. Gaziantep Valiligi, Il Cevre ve Orman
Miidiirltigti, Gaziantep Cevre Durum Raporu, 2002). Gaziantep’te son on yila ait

nohut tiretim alanlar ve {iriin miktar: Tablo 1.2°de verilmektedir.

Tablol.2 Gaziantep’te nohut ekilen alan ve iiriin miktan (Gaziantep Tarnm Il

Midiirlagt, 2003).

Yillar Ekilen alan (Hektar) | Kaldinlan iiriin (Ton)
1994 22.165 14.246
1995 22.385 23.944
1996 7.040 5.890
1997 9.850 7.805
1998 4.450 4.718
1999 4.744 4.368
2000 4.120 4.095
2001 9.268 8.752
2002 3.974 4.968
2003 5.430 6.751

Nohut tohumu %38-59 karbohidrat, %25,3-28,9 protein, %4.8-5.5 yag, %3lif, %0.2
kalsiyum ve %0.3 fosfor igermektedir. (Duke, 1981; Huisman and van der Poel,
1994). Nohut tohumunun i¢erdigi yiiksek orandaki protein miktar1 hem insan hem de
hayvan beslenmesinde 6nemli bir yere sahiptir. Ayrica karoten, thiamin, riboflavin
ve niacin gibi vitaminlerin varlhig1 da besin degerini artirmaktadir. Bunun yani sira
bir baklagil olan nohutun Rhizobium spp. yardimiyla atmosferik nitrojenin
fiksasyonu sonucu topragin N fertilizasyonunu saglamasi bir tarim iilkesi olan

Tirkiye igin oldukga gerekli bir {irlin olma &zelligindedir.
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Nohudun yetistirildigi alanlar ylikseklik olarak 0 ile 3600 m. arasindaki arazi
pargalaridir. Diinya tizerinde olduk¢a genis bir alana yayilan nohut, kurak ve yari-
kurak bolgelerin bitkisidir. Nohut yetistirme hududu kuzeyde 52. paralel sinr1 olup
iklim istekleri bakimindan mercimekten sonra kuraga ve sicaga en fazla dayamki
yemeklik baklagil bitkisidir. Oldukga derinlere inebilen koklere sahip olan nohutun
govde ve yapraklan tiiylerle ortiilii olup, bazen de epidermis bir mum tabakasi ile
kaplanmigtir. Nohut bu karakteristi3i nedeniyle diger yemeklik baklagillerin
kurakliktan zarar gordiigii yerlerde yemeklik baklagil olarak kolayca yetistirilebilir.
Bilhassa kurak steplerimiz igin elverigli bitkilerden biri olma &zelligindedir.

(http://www.ziraatci.com/yetistir/sayfa.asp?konuid=22 &manual=off)

Nohutun dogal yasam ortami, tarim igin uygun toprak kalitesi ve gereken
mikroklimal sartlann bagta Gaziantep olmak {izere Giineydogu Anadolu’nun birgok
ilinde mevcuttur. Ancak son 10 yilda tlim diinyanin sorunu olan Global Isinma
ozellikle iklim sartlarini etkilemis, kuru bir havaya sahip olan bdlgelerde de nem
oramin1 artirmustir. Ozellikle GAP (Giineydogu Anadolu Projesi) kapsaminda faaliyet
gOstermeye baglayan barajlar ile birlikte sulu tarima gegilmesi bu boélgede nem
oranimin artmasina neden olmustur. Bu durum neticesinde higrofil yasam siiren
fungal patojenleri tetiklemis, tarlalardaki kiiltiir bitkilerini, epidemiyolojik nedenlerle

tehdit altina almistir.

Cicer arietium’da saptanan hastalik etmenleri fungal, virtitik ve bakteri kaynakli
olmak tizere 3 gruptur ( F.J. Muehlbauer ve Abebe Tulu, 1997). Nohutta bilinen en
onemli fungus Ascochyta yanikligina neden olan Ascochyta rabiei’dir (Passerini)
Labrousse (teleomorph: Mycosphaerella rabiei Kovachevski = Didymella rabiei

(Kovachevski)v.Arx). Diger fungal etmenler; Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr.
f. sp. ciceris (Padwick) Matuo & K. Sato, the Alternaria sp., Ascochyta pisi,
Uromyces ciceris-arientini, Botrytis cinera, Leviellula taurica, Pythium debar-
yanum, P. ultimum, Rhizoctonia bataticola, R. solani, (Sclerotium rolfsii),
Sclerotinia sclerotiorum, Verticillium albo-atrum’ dur. Hastalik olusturan viriitik
etmenler; alfalfa mosaic, nohut ¢ali bodurluk viriisti, nohut distortion mozaik viriisi,
nohut filiform viriisi’diir (Duke, 1981; Kaiser, 1988; Smithson et al., 1985; van
Emden et al.,, 1994). Bakteriyel patojenler Xanthomonas campestris pv. cassiae

(Kulkarni, Patel & Dhande) Dye ve Pseudomonas andropogonis 'dir (Smith) Stapp.
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Kiiltiir nohutunda gériilen Antraknoz hastalig: etmeni Ascochyta rabiei (Pass) Lab.,
nohutun ( C.arietinum L.) paraziti durumunda olup son yillarda ciddi kayiplara neden
olmaktadir. Bu hastalik 1998 yilinda Avustralya’da nohut iiretiminde %10’dan
%100’e varacak oranda bir diisiise sebep olmustur (Khan vd. 1999). Gaziantep’te son
5 yilda nohut antraknozu nedeniyle iiretim kaybinin %40 oldugu kayit edilmistir.
(Gaziantep Tarnim Il Miidirligii, 2003) Hastalik etmeni basta Akdeniz iilkelerinde
yetistiriciligi sinirlandiran faktor olarak dikkati ¢ekmis, yeni viriilent wrklarn kisa
siirede olusturabilmesi, hizli adaptasyonu ve farkli {ireme ve spor dagitma
yontemleriyle kisa siirede tiim diinyada ¢oziilmesi gereken bir problem halini
almustir. Bu nedenle patojen konukgu bitkideki hentiz kesin olarak belirlenemeyen
dayaniklilik mekanizmasini kolaylikla kirabildigi i¢in su ana kadar dayanikli bir ¢esit
rapor edilmemistir (Winter vd. 2003). Dayamklilik 1slahi ¢alismalari molekiiler
seviyede konukgu-patojen iligkilerinin detayli olarak  belirlenmesi ile

gerceklestirilebilmektedir.

Nohut Antraknozu etmeni A. rabiei, Ascomycetes siifina dahil heterotallik bir
fungustur. Etmenin eseyli fazla iireyen iki Mating tipi bulunmaktadir. Ureme ve
¢ogalma Dbiyolojisi, Mating tip analizleriyle beraber fungusun populasyon
karakterizasyonu ve epidemiyolojisinin bilinmesi i¢in 6nem tasimaktadir.

Patojen populasyonunun genetik yapisim sekillendiren en dnemli evrimsel gii¢ eseyli
iireme sonucu olusan rekombinasyondur. Etmenin eseysel dénemi ilk kez

Kovachevski (1936) tarafindan Bulgaristan’dan rapor edilmistir.

Fungusun MAT-1 ve MAT-2 seklinde tanimlanan iki farkli esey tipinin varlig1 genetik
varyasyonu da etkilemis, yeni patotiplerin olusumunu kolaylastirmistir. Konukguya
nazaran patojenin bu denli etkili olabilmesi hastaligin yayilmasim1 hizlandirmstir.
Ciinkii konukgu olan nohut, tek yillik, otsu ve kendi kendine dollenebilen (self-
pollinated) bir bitkidir. Bu nedenle hastaliga karsi gosterilen dayamiklilik veya
savunma mekanizmas: bitkinin kalitsal materyali agisindan ¢ok da alternatif
saglamamaktadir.

Giineydogu Anadolu Boélgesi, yaklasik 10.000 yil énce bugdaygil, nohut ve diger
baklagillerin ilk kiiltire alindig1 alan igerisinde yer almaktadir (Lev-Yadun vd,
2000). Konukgu ve patojenin bu dénem igerisinde bir arada evrimlestifi g6z 6niine

alindiginda, etmen karakterizasyonu igin bolgenin potansiyel bir 5neme sahip oldugu



ortaya ¢ikmaktadir. Gaziantep’te 2001-2003 yillart arasinda tarafimizdan yapilan
¢alismalar etmenin farkli patojenik potansiyele sahip izolatlarimin bulundugunu
ortaya koymustur (Gtilli vd, 2002). Bu varyasyon farkli mating tiplerinin bélgede
varligina isaret etmektedir. Bu calismada, gerek bolge ve gerekse de iilke
ekonomisine dnemli katkilarda bulunan nohutun en dnemli hastalik etmeni olan A.

rabiei’nin morfolojik ve mikrosatellit markirlar ile genomik karakterizasyonlarinin

gergeklestirilmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

Ascochyta rabiei (Pass.) Labrousse tarafindan neden olunan antraknoz hastalig:
nohut yetistiriciligi yapilan tiim tilkelerde iretimi sinirlandiran en 6nemli faktor
olarak bilinmektedir (Chaube ve Mishra, 1992), ve patojen igin uygun iklim
kosullarinin meydana geldigi yillarda epidemik infeksiyonlar ile ciddi tiriin kayiplar
meydana gelmektedir (Chaube ve Mishra 1992; Khan vd, 1999). Ulkemizde de
antraknoz hastaligimin nohut {iretiminde 6nemli bir problem oldugu rapor edilmistir

(Kaiser ve Kiismenoglu, 1997; Giillii vd, 2002).

Hastalik nohut bitkisinin gévde, yaprak ve kapsiillerinde nekrotik lekelerin olugmasi
ile karakterize edilmekte, ve ileri donemlerde gévde ve dallarda kirilmalara neden
olarak bitki dliimii ile sonuglanmaktadir. Hastalik etmeni pseudotesya ve piknidya
formunda kigi gegirmekte, ilkbaharda yeni ¢ikan bitkilerde ilk infeksiyonlan
gerceklestirmektedir. Bitki dokusunda olusturulan picnidia yataklarn nekrotik
lezyonlar formuna doniismekte, bu yataklardan nemli kosullarda salinan konidiler
yetisme peryodu boyunca sekonder infeksiyonlan meydana getirmektedir. Infeksiyon
déngiistiniin say1s1 hastalik siddeti ve yayginligini belirlemektedir (Wilson ve Kaiser,

1995).

Himayatullah vd. (1989) tarafindan Pakistan’da nohut {iretimi yapilan alanlarda tarla
bazinda gézlemler yapiimustir. Pakis\tan’ln Banu bolgesinde nohut {iretimini etkileyen
faktorler lizerine yapilan arastirma sonucunda kumlu ve humuslu topraklarda, killi ve
humuslu topraktakilerden daha fazla (14.50 kg/ha) iiriin elde edildigi saptanmustir.
Ciftgilerin ekim yOntemlerini gelistirmesi ve yerel nohut kullaniminin devam
etmesiyle artis egrisi yiikselmistir. Elle ekim, soguklama vs. ekim uygulamalan
sonucu verim 7,72 — 9,67 kg/ha arasinda artis kaydedilmistir. Nohut antraknozundan
etkilenen tarlalarda, hastalik bulunmayan tarlalara oranla %50 tretim kaybi {ilkeyi

farkli yontem arayiglarina itmistir.



Akdeniz ve gevre bélgelerinde kis nohudundaki problemlerle ilgili ¢aligma Singh
(1990) tarafindan yapilmigtir. ICARDA (International Center for Agricultural
Research in the Dry Areas) son on yil i¢inde kis nohut tiretimini gézden gegirmis ve
1981- 1988 yillan1 arasinda 4500 hattin soguga dayanikli oldugunu kaydetmistir. 4.
rabiei’ye dayamikli olan hatlarin soguga hassas oldugu, soguga toleransi genis tiim
hatlaninsa s6z konusu fungusa hassas oldugu goriilmiistiir. Her iki stres faktoriine
kars1 dayanikliligin olmamasi Akdeniz ve ¢evre bolgelerde kis nohutu igin en énemli
sorun haline gelmektedir. 1978’de baslatilan yeni bir {iretim programi sonucunda 800
den fazla hat hem sogufa hem de A. rabiei’ye dayanikli olarak iretilebilmistir.
Ekonomik analizler de kis nohutunun ilkbahar nohutuna gére stres faktorlerine %60-
70 daha uygun oldugunu gostermistir. Akdenizde kullanilan ilkbahar nohutu, kig
nohutu olarak degistirildigi takdirde tretim her yil 462.500 ton artacag:

belirlenmistir.

Deckmann (1992), nohutta Ascochyta yanikliginin global dagilimim saptamak
amaciyla etkili olan klimatik paramaterlerin degerlendirmesini yapmistir. Nohut
yetistirilen alanlarda klimatik faktérlerin tek tek analiz edilmesi hastaligin gozlendigi
ve gbzlenmedigi yerlerdeki farklilig1 saptamayi saglayacaktir. Fark edilen ilk etmen
tohum ekiminin ilk ve ikinci ayindaki gtinliik sicaklik, ikinci etmen yine aym
slirecteki yogun yagmurlu giinlerdir. Bu lineer fonksiyonlar zirai cografyalarda ve

{iretim mevsimlerinde hastalik riski tahminleri i¢in kullanilmaktadir.

Jimenez-Diaz vd. (1993) nohutta Ascochyta yamkligi ve Fusarium solgunlugu ile
ilgili aragtirmalar yapmustir. Nohutta Fusarium oxysporum ve A. rabiei’ye Karsi
dayamiklilifin aragtirilmasi i¢in en ¢ok kullanilan metot konukgu-patojen iliskisi,
temel alinarak hastalik epidemiyolojisinin saptanmasidir. Kontrollii ¢aligmalarla
yapilan inokulasyonlar ve tarlada olusan hastalik kargilagtirmalan yapilarak,
hastaliga kars1 verilen reaksiyon ve dayanikliltk degerlendirilmistir. Sonugta etmenin

patojenik ¢esitliligi ve konukgunun dayaniklilik kalitimi saptanmugtir.

Nohutta iiriin kaybina neden olan 4. rabiei’nin mating type analizleri izerinde birgok
calisma yapilmigtir. Khan vd. (1999) tarafindan yapilan bir arastirmada
Avustralya’da nohutta fungal hastalik etmeni olan Ascochyta yaniklhiginin tanisi,

patolojisi ve mating type Uzerinde c¢alisilmistir. Bu aragtirmaya gore Giiney



Avustralya’da nohut hastaliklar tizerinde birkag yil st listte yapilan ¢alismalarda
salgin hastalik olarak Phoma yamklig: saptanmustir. Hastalikli nohutlardan patoloji
testleri sonucunda petri kaplarinda dokuz fungal izolat elde edilmis; bunlardan iki
tanesinin Ascochyta yanikhiginin tiim belirtilerini gsteren simptomlan tagidig1 tespit
edilmigtir. Elde elden bu iki izolat ayrilarak kiiltiirlerin temel morfolojik karakterleri
ve RAPD analizleri sonucunda 4 rabiei oldugu teshis edilmistir. Bu teshisleri uluslar
arasi standartlarinda izolatlardaki birlesme basarisi dogrular, bu iki Avustralya izolat:
MATI1-1 ve MAT2-2’dir. Bu izolatlara DAR 71767 ve DAR 71768’¢ Yeni Galler
Ulkesi Avustralya’da rastlanmustir. Bununla beraber Giiney Yarim Kiirede ilk defa
ticari nohutta A. rabiei nin kesin tanis1 yapilmistir. Bu patojen 1992 ve 1996 yillan
-arasinda Avustralya’da hasat mevsimi boyunca 59 tohum 6rneginin yalmzca birinde
(1992°de) bulunmustur ve Uluslar Arast Tohum Test Kurumu metotlan kullamlarak
test edilmigtir. Teleomorph Avustralya’da bulunamamis ve mating type analizlerinin
yalnizca birinde sonug olarak ileri siirlilmiistiir. Ileri siiriilen bu fikre gére nohuttaki
Snemli {irlin kayiplar1 bu hastaliga karsi mating type analizlerinin gelistirilmesiyle
onlenebilecegi belirtilmistir. Diger tarlalardaki hastaliklt bitkilerde detaylh
aragtirmalar sonucu Avustralya’da yalmz bir esey tipi, MATI-I, bulundugu
kesinlesmistir. Bunun ardindan ithal tohumlar, diger esey tipiyle rastlamamasi igin

derhal karantinaya alinmistir. (Khan vd, 1999).

A. rabiei’nin MAT analizleri klasik yOntemlerle genel olarak standard MAT-1 ve
MAT-2 izolatlari kullamlarak gergeklestirilmektedir (Wilson ve Kaiser, 1995).
Bununla birlikte MAT lokusunun haritasi ve bu bdlgeye 6zgii primerler kullanilarak
DNA seviyesinde belirlemelerin yapilmasina iliskin ¢alismalar da bulunmaktadir
(Barve vd, 2003; Phan vd, 2003). Barve vd. (2003) 4. rabiei’nin MAT-1 bdlgesinin
2294 ve MAT-2 bolgesinin ise 2693 baz ¢ifti oldugunu rapor etmislerdir. MAT
genlerinin zengin besin ortamlarinda yiiksek oranda ifade edildiginin belirtildigi
arastirmada MAT-spesifik PCR (Polymerase Cahin Reaction) primerleri kullanilarak
izolatlar belirlemistir. Ayrica A. rabiei’nin baklagillerde sorun olan diger Ascochyta
tirlerinden (4. lentis, A. pisi ve A. fabae) filogenetik farkliliklar1 bulundugu rapor

edilmisgtir.



Bitki Gen Teknolojisi yararli genlerin izolasyonu, bunlarin karakterizasyonu ve in
vitro manuplasyonlarindan bu genlerin modifiye hallerinin ekspresyonunun yapildig:
hedef bitkilere, fenotiplerinde degisim yapacak sekilde tekrar aktarimina kadar gok
gesitli tekniklerin uygulamalarini kapsamaktadir (Kahl vd., 1994). Genom analizleri
bir yandan da genlerin yap1 ve fonksiyonlarini tanimay1 amaglamaktadir. Bitki Gen
Teknolojisi, bitki yetistirilmesi konusunda gelisme saglamistir ancak besin kaynag:
kiiltiir bitkilerinde heniiz yeterli oranda ilerleme kaydedilmemistir. Bunun yaninda
A.rabiei’nin patotiplenmesi ve C. arietinum’la ilgili yapilan DNA fingerprinting
(DNA parmak izi), PCR ve diger genetik analizler seklindeki pratikler bitki 1slahinda

ilerlemelerin gbstergesidir.

Tunus’da tek bir nohut tarlasindan toplanan A.rabiei izolatlan arasindaki genetik
cesitlilik oligoniikleotid fingerprinting ¢aligmalaniyla belirlenmistir (Morjane vd.
1994). Tunus’un Beja bolgesinde 4 ayn alandaki nohut tarlalarindan dikkatli
calismalarla 50 A .rabiei toplanmus ve tek spor kiltiirleri hazirlanmistir. In vitro
kosullarda iiretilen misellerden DNA izolasyonu yapilmis Hinf 1 ve Rsa I yardimiyla
kesilmistir. Sentetik oligoniikleotid komplementerleri kullamilarak basit tekrarli
siralarin (SRS- Simple Repetitive Sequences) hibridizasyonu gergeklestirilmistir.
Parmakizi standart kaliplarina gére aym tarla iginde farkli frekanslarda (CA)s,
(CAA)s, (CAT)s ve (GATA), problanindan kaynaklanan 12 farkli fungal haplotip
belirlenmigtir. Yapilan ¢alismada dikkati ¢eken en Onemli nokta ise genetik

¢esitliligin birbirine yakin bolgelerde ¢ok olmasidr.

Hindistan, Pakistan, Ispanya ve Amerika’dan toplanan Didymella rabiei izolatlarinin
esey tipi, patotip ve RAPD analizlerinin yapildig1 diger bir ¢alismada, izolatlarin
orijinlerine bagl olarak grupladirilabilecegi belirtilmistir (Navas-Cortes vd, 1998).
Ayni calismada genetik markirlarin eseysel melezlerde kullamilabilecegi fakat

virulens markir olarak kullamlabilecek potansiyele sahip olmadig: kaydedilmisgtir.

Morjane vd. (1994, 1997), (CAA)s, (CA)s ve (GATA); ve (CAT)s primerleri
kullanarak, Tunus’tan toplanan izolatlarda genetik farkliliklan belirlemislerdir. Bu
calismalarda 5 tarladan 156 izolat toplanmig ve 17 farkli genotip belirlenmistir.
Farkli genotiplerin belirlendigi ¢aligmada, bir tarlada ¢ok sayida genotipin

bulunabilecegi rapor edilmistir. Jamil vd. (2000), Pakistan’mn gesitli bolgelerinden



toplanan 130 4. rabiei izolatlarnmin genetik ve patojenik profilleriyle yaptiklan
calismada, (CAA)s, (GAA)s, (GA)s, (CA)s ve (GATA); markirlarinin 6 farkli
genotipik grup ortaya koydugunu ancak genotiplerin bolgeye ¢zel olmasi nedeniyle

izolatlar arasinda patojenik bir ayrim ger¢eklestirilemedigi belirlenmistir.

Aragtirmalarda konuk¢u ve patojenin genetik kapsami da degerlendirilmektedir.
Buna ait bir calisma Dey vd. (1993) tarafindan yapilmistir. Nohut ve A.rabiei
etkilesiminde konukgu dayanikliliginin genetik regtilasyonu, genotipi GLG84038 ve
GL84099 seklindeki iki dominant komplementer gen tarafindan yapilmaktadir. Buna
ragmen siyah tohumluluk genotipinde, ICC1468, dayaniklilik bir dominant ve bir
bagimsiz resesif gen ile kontrol edilmektedir. Dayamiklilik sagladig: diigiiniilen
GLG84038 geninin digerinden farkli oldugu bulunmustur. Calismada kullanilan 5
dominant genden, 6ncelikle 3 genotip ayrilmigtir. GLG84038 ve GL84099 i¢indeki 4
baskin gen tanimlinmis ve Arcl, Arc2 ( GLG84038 iizerinde) ve Arc3, Arc4
(GL84099 tizerinde) seklinde adlandirilmistir. ICC1468 {lizerinde tam ayrimu
yapilmayan dominant gen Arc5 olarak adlandirilmis ancak Arc3 ve Arc4 ile kesin
benzerlik ve farkliliklari saptanmigtir. ICC1468 {lizerindeki resesif gen ise Arcl
olarak isimlendirilmistir. Bunlarla yapilan c¢aprazlamalarin Mendel kurallarina

uymadigi, eklemeli gen etkisi ve inter-allelik etkilesimleri oldugu belirlenmistir.

Infekteli bitki orneklerinden 4. rabieinin hizli ve hassas bir sekilde belirlenmesi
amaci ile PCR markirlan gelistirilmistir (Phan vd, 2002). Bu ¢alismada 18-25S
ribozomal DNA’ya 6zgii primerlerin baklagillerde antraknoz hastaligina neden olan
A. lentis, A. pinodes ve A. fabae izolatlarindan A. rabiei’yi ayirmak amact ile de

kullanilabilecegi saptanmugtir.

Suriye’de A.rabiei’nin genetik ¢esitliligi RAPD analizleriyle belirlenen populasyon
yapist ve patotip siniflandirilmasi yapilmustir (Udupa vd.1997). Nohut patojeni
Suriye tarlalarindaki A.rabiei nin izolatlarina ait genotiplerine 6zel DNA fragment
yapisinin olusturlmasi i¢in RAPD ve mikrosatellit markirlar kullanilmigtir. DNA
markirlart Suriye’de encok rastlanan genotipin, patotip gruplarin arasindaki klonal
wrklarla organizasyonunu ortaya ¢ikarmugtir. Bunun yaninda bu markirlarla daha
onceki populasyonlarda varolan baskin genlerin  belirlenerek  patojenin

aydinlatilabilecegini gostermistir.
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Udupa vd. ( 2003) tarafindan yapilan diger bir ¢aligma da yine mikrosatellit markirlar
kullanilarak, dayamklilik mekanizmasina ait genlerin kalitimm ile ilgili olmustur.
Blight fungusu, 4. rabiei nin dogada kabul edilebilir patojenik varyasyon sergiledigi
bilinmektedir. Nohut gesitlerinden ILC 3279'un Patotip I ve II'ye dayaniklihg1
oldugu saptanmustir. Burada gozlenen dayamiklih@m kalittmimi arastirmak i¢in
Mendel Prensipleri temel alinarak kantitatif deneme lokuslar analiz edilmigtir. Bu
amagcla hassas ILC 1272 ve dayanikli ILC 3279°un ¢aprazlanmasiyla elde edilen tiir
ici rekombinant hatlarda mikrosatellit markirlar kullanilmustir. Sonugta Patotip e
dayanikliligs temsil eden arl lokusu saptanmis ve 2.baglanti grubu iizerinde
haritalanmistir. Bunun yaminda Patotip II’ye dayamiklilik fizyolojisi iginde
tamamlayu.:l gen aktivitesine sahip bolgeler linkaj gruplarinda belirtilmistir.
Calismada saptanan en dnemli nokta; nohut genomundaki dayaniklilik genlerinin bir

arada bulundugunun gésterilmesidir.

Pakistan’da Jamil vd.(1993) tarafindan nohutta Ascochyta yamiklifina neden olan A.
rabiei nin patojenik g¢esitliligi izerine bir ¢alisma yapilmugtir. Fungusun 250 izolat:
Pakistadaki nohut tarlalarindan toplanmustir. 1984- 1992 yillan arasindaki srvey
calismasi sonrasi, funguslann kiiltiirel karakteristikleri analiz edilmistir. Kiiltiirel
farklar temel alinarak 102 izolat, saksida gelistirilen 11 nohut hattina ( Aug 424, Aug
480, Pb 1, 6153, C 727, C 235, C 44, CM 2, CM 72, CM 88, ILC 191) inokiile
edilerek degerlendirmeleri yapilmistir. Kiiltiir nohutlarindan Aug 424 ve Pb 1 ¢ok
hassas, CM 2, CM 72 ve CM 88 daha az hassas ve ILC 191’in ise fungusun gogu

izolatina dayanikli oldugu saptanmuistir.

Porta vd. (1996) tarafindan yapilan ¢aligmada da Pakistan’da nohut antraknozuna
neden olan A. rabiei’nin patotiplerini farkli yollar temel alinarak belirlenmistir.
1984-1992 yillarinda Pakistan’daki nohut tarlalarindan toplanan izolatlarla patotip
analizleri yapimustir. Hastalik etmeni fungusun 102 izolat: arasinda kiilttirel karakter
farkliliklan belirlenmistir. Buna gore farkli nohut ¢esidi lizerinde infeksiyon gosteren
izolatlar 8 degisik patojenik gruba ayrilmustir. Sonugta 6 izolat ¢ok viriilens, 8 izolat

¢ok az viriilens ve diger izolatlarin da bunlar arasinda kaldi81 belirlenmistir.

Bazi c¢alismalarin gen transfer metotlarniyla yapildii ve hastalikla ilgili bulgular
edinilmeye calisildign bilinmektedir. Kohler vd. (1995) tarafindan gergeklestirilen

arastirmada A. rabiei’nin genomuna transfer edilen E.coli'nin GUS (Beta
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glucuronidase) geni ile C.arietinum infekte edilmistir. Vektor DNA'min fungus
genomuna integrasyonu Southern analizleri ile kamtlanmustir. Transformasyon
prosesinin fungus agisindan biyokimyasal herhangi bir engel bulunmadig: i¢in uygun
oldugu gézlenmis olup fungusun transformant ve orijinal hali arasinda herhangi bir
fark saptanmamigtir. Hatta nohut iizerindeki viriilens etkisinin aymi derece oldugu
gorilmistlir. GUS transferi ile elde edilen genotiplerle ge¢cmiste yapilan aragtirmada
mantarin infeksiyon aktivitesi 151k mikroskobuyla goriintiilenmistir. Elde edilen
bulgulara gbre A.rabiei nin konukgusuna ilk penetrasyonu kiitikiila veya hidatodlarla
gerceklestirilmektedir. Bundan sonra apoplasta yayilmakta, yaprak¢iklardan
petiyollere kadar devam etmektedir. Cogunlukla apoplastta ve floem hiicrelerinde yer -
almakla beraber ksilemde nadiren bulunmaktadir. Konuk¢unun vaskiiler dokusunda
digsal piknidyalarin sekillenmesiyle bitki dokusu tamamen ¢6kiintii yasamaktadir ve

infeksiyon tamamlanur.

A. rabiei’nin patojenik ¢esitliligi RAPD yontemiyle de arastinlmugtir (Fischer vd.
1995). Nohuttan izole edilen 30 Italyan A. rabiei kiiltiirii 3 decamer primerle RAPD
yontemi kullanilarak test edilmistir. Uygulama sonucunda izolatlar arasinda fark

saptanmamis ve markir icin kullamlacag: diistiniilmiistiir.

Antraknoz hastaliginin yayilma yontemlerinden biri olan tohum kaynakli fungus
epidemisi Shakir vd. (1994) tarafindan ¢alisitlmistir. Cesitli fungus ortamlan
kullanilarak Pakistan’in Bhakkar, Mianwali, Khushab ve Jhang bélgelerinde nohut
tohumunda lokalize olmus A4.rabiei izolatlar elde edilmistir. Steril edilmeden yapilan
izolasyonla, yiizeysel sterilizasyon uygulamasi ile yapilan izolasyon
karsilagtinldiginda; steril olmayan tohumda daha fazla fungus tiiriine rastlanmustir.
Funguslarin bir¢ogu testada, geriye kalani ise kotiledonlarda ve aksillar meristemde
bulunmustur. A. rabiei yalmz kotiledonlardan, F.oxysporum kotiledon ve
aksislerden, A.alternata ise testa ve kotiledonlardan izole edilmistir. Buna ek
olabilecek bir c¢aligma da Laurenzi vd. (2001) tarafindan yapilmistir. Tohum
filizlenmesinin ardindan bitki hiicre duvarinda bakir amin oksidazlarin (CuAO)
birikiminin aragtirildigi biyokimyasal temelli bu calismada konuk¢u- patojen
iliskisinde savunma mekanizmasi g6z 6ntine alinmistir. Tohum ¢imlenmesi ardindan,
filizlerin hiicre duvart yapimi sirasinda bakir amin oksidaz enzimine kars:

olusturulan H,O, (Hidrojen peroksit) iiretimi bitkinin patojen mantarlara kars:
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savunmasin etkilemektedir. Hiicre duvarinda bakir oksidaz lokalizasyonu immiino
ve doku indikator kimyasallari teknikleriyle goriintiilenmistir. Mercimek, bezelye ve
nohutta yapilan aragtirmalar sonucu A4. rabiei’ye karsi nohutta da farkli savunma

mekanizmalar1 olabilecegi diiglinilmiistiir.

Nohutta 4. rabiei’ye dayanikliligin kalittminin arastirilmas: 6 dayanikli ve hassas
bireylerin ¢aprazianmalar1 sonucu olusan F, populasyonundaki ayirnim arastinlmis ve
dayanikliligin 2 dominant komplementer gen tarafindan kontrol edildigi
belirlenmistir (Mahendra vd., 1999). Dayanikli hatlarin g¢aprazlanmasi sonucunda

gen ayrimi1 yapilmig ve farkli diizenlemis operatdr genler gézlenmistir.

Tekeoglu vd. tarafindan yapilan (2000) g¢alisma, Ascochyta blight dayaniklilig:
aragtirmalarinda daha onceki ¢aligmalardan farkli bir sekilde gergeklestirilmistir.
Nohuta ait F, dolleri veya populasyonlarda karsilikli hatlar arasinda yapilan
aragtirmalara ek olarak bu kez, rekombinant hatlarin kendilesmesiyle olusturulan
populasyon kullanilmigtir (RIL= Rekombinant Inbred Lines). 2 intraspesifik ve bir
interspesifik caprazlama sonucu elde edilen bulgulara goére; RIL’ler arasinda
belirleyici olan faktoriin, 3 resesif ve komplementer genle beraber birgok modifiye
edici genin dayaniklilik sagladigidir. Buna ek olarak belirli 1 veya 2 genin eksikligi
hassasiyeti belirlerken, modifiye edici genlerin varligi dayamikliligin derecesini

gosterdigi kayit edilen 6nemli bulgulardandir.

2000 yilinda Santra vd. tarafindan yapilan benzer ¢alismada nohutta A.rabiei’ye
dayanikhilikta etkili genlerin kromozomal bolgelerinin isaretlenip molekiiler
markirlar  i¢in  kullanilmast ve haritalama ¢alismalan gergeklestirilmistir.
Rekombinant hatlarin  kendilestirilmesi (RIL) prensibine dayanilarak yapilan
caprazlama, C.arietinum’a ait dayamkli ve C.retikulatum’a ait hassas bireylerle
interspesifik olarak uygulanmistir. F 5:6° dan 142 bireyle cahisilmistir. Farkli
polmorfik markirlar kullanilarak yapilan haritalama sonucunda 116 markirla 9
baglant1 grubu belirlenmistir. Haritada markirlar 8,4 c¢cM ortalama aralikla 981,6
cM’lik mesafe meydana getirmistir. Ayrica konukgudaki hastalik skoru kantitatif
olarak degerlendirilmis ve QTL (Quantitative Trait Locus) analiz edilmigtir.
Hastaliga dayamiklilikla ilgili olan 2 QTL teshisi yapilmistir. Bu lokuslarin ¢aligilan

markirlara yakinligi da tayin edilmistir.
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Genom baglant1 haritasiyla ilgili ¢calima Rajesh vd. (2002) tarafindan yapilmigtir.
Homoloji metodu prensipi temel alinarak yapilan RGAP (resistance gene analogue
polymorfism) ile gergeklestirilen ¢alismada C. retikulatum ve C. arietinum
¢aprazlanmasindan elde edilen F 7:8 dolleri kullanilmis, dayaniklilik genlerine yakin

ilk RGA markin nohut genomu baglant: haritasinda isaretlenmistir.

Nohutta 4. rabiei’ye dayaniklilifin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismalarin ¢ogu
inokiilasyon ¢alismalar1 olurken Flandez vd. (2003) tarafindan nohutun tiir igi
baglanti haritalari hazirlanmigtir. Dizisi isaretlenmis microsatellit bolgeleri
(Sequence tagged microsatellite sites, STMS) ve dayaniklilik genleri igin hazirlanan
analog markirlar yardimiyla, fungusa reaksiyonlan karsilastirilarak segilen nohutun
F, populasyonlarimin baglanti haritasi ¢ikarilmistir. 54 nohut hattindan 51’inde
gerceklestirilen aragtirma ile markerlar arasinda maksimum rekombinasyon araligi
20 cM ve LOD Skor = 2 (Logaritm of Odds Radio [Linkaj saptanmasi olasiliginin
linkaj g6zlememesi olasilifina oramimin logaritmik degerde ifadesidir] ) olarak
bulunmugtur. Nohuttan tiirevlenen STMS, ISSR ve RGA markir1 8 linkaj grubu
i¢inde haritalanmigtir. STMS markirt genom boyunca dagilmis bir haldeyken RGA
markuri, birbiri arasinda ortalama 8,1cM’lik mesafe bulunacak sekilde genom iginde
534,5cM’lik uzunlukta yer almistir. Diger markirlar baglanti olusturmamistir. Daha
once yapilan caligmalar da g6z Oniline alinarak nohutun karsilastirmali baglant:
haritas1 aragtirmasi sonucunda, kiiltlir nohutunun, C.retikiilatum, yabani atasindan
gelistigi yani kiiltlire alindigi DNA sekanslama ve mindr kromozomal lokasyonlarla

kanmitlanmigtir.

Ascomycetes sinifindan A. rabiei’nin neden oldugu hastaliga karsi nohuttaki
dayamklilik, kantitatif 6zellikli lokuslar ( Quantitative trait locus), QTL1, QTL2 ve
QTL3 tarafindan kodlandig1 belirlenmistir (Rakshit vd. 2003) C. retikulatum ve
dayanikli nohutlarin ¢aprazlanmasiyla elde edilen 94 rekombinant hat tizerinde
QTL1’e yakin markirlar DNA parmakizi metoduyla yapilmig, 312 decamer
oligoniikleotidden 3’#, 5 farkl: polimorfik bant meydana getirmistir. Bu sonuca gore
dayamkliligin da tiir i¢inde varyasyonu oldugu goriilmektedir. Yapilan istatistiksel
analizler sonucu yiiksek bulunan LOD Skor bu lokuslarin genomda kesin bulundugu

belirlenmistir. Mikrosatellit b6lge markirlarinin da s6z konusu dayaniklilik lokusuna

14



yakinligr belirlenmis, birtakim farkliliklarin ¢6ziilmesinin ardindan hastaliga

dayaniklilik mekanizmasinin tam agiklanabilecegi anlagilmustir.

[ran’da farkli basamaklarla gergeklestirilen bir aragtirmada (Dariaee vd., 2002) 18
nohut kiiltiir bitkisinde dayanilihik geni sayisinda degiskenlik ve bunlarin hastaliga
tolerans konusunda ¢esitlilik arz ettigi saptanmistir, Ayn ¢alisma iginde 4. rabiei ile
infekte olan ve olmayan bolgesinde yapilan sodyum ve potasyum elektrolit analizleri
sonucu fungusun elektrolit dengesini bozdufu ayrica, potasyum eksikligi ile
dayamklilik indiiklenmesinin, putrescine daimin Uretimi sayesinde oldugu
belirlenmistir. Caligmanin son basamagi hastalik etmenin 4. ve 6. patotipleri
arasindaki farklarn RAPD-PCR metoduyla belirlenmesidir ki sonugta bant

olusturmalarina gore %80 benzerlik saptanmgtir.

Venora vd (2001) tarafindan nohutta A.rabiei’ye dayamkliliginin saptanmasinda
farkli bir bakis agis1 ileri stirmiis ve dayaniklilik kalitimini matroklini ile agiklamaya
calismiglardir. Yapilan ¢alismada A.rabiei'ye farkl reaksiyon veren 2 kiiltiir nohutu
kullanilmistir (Sultano [dayanikli] ve Calia [hassas]). Resiprokal ¢aprazlamalar
sonucu F3 dollerinde A.rabiei’ye karsi reaksiyon skorlari incelenmistir. Sonugta
dayaniklilik/ hassas oraninin ana ebeveyne gore degistigi bu nedenle maternal etkinin
s6z konusu oldugu kanitlanmigtir. RAPD markirlarla genomik DNA analiz
calismalariyla desteklenen sonuglar gostermektedir ki; Ana ebeveyn Sultano’daki 2

komplementer dayaniklilik geni aynen kalitlanmustir.

Avustralya’da ciddi ekonomik kayiplarla dikkati ¢eken Ascochyta Blight
arastirmalart Phan vd (2002) tarafindan detaylandirilmis nohut yapraklari ve
tohumunu infekte eden A.rabiei’nin RFLP-PCR yo6ntemiyle analiz edilmistir.
A.rabiei ve baklagillerde etkili olan diger Ascochyta tiirlerinin 18 ve 25S’lik
ribozomlarini transkripte eden gen lokusuna uygun olarak primerler hazirlanmis ve

Ascochyta cinsine ait tiirlerde karsilagtirmali sonuglar elde edilmistir.

Ascohyta Blight aragtirma ¢alismalarindan biri de izozim analizleri olup Hussain ve
Barz (1997) Pakistan’dan toplanan 15 A.rabiei izolatinin esteraz, asit fosfataz, alkol
- dehidrojenaz ve fumaraz enzimleriyle polimorfizm analizi yapmuslardir. Izolatlarda
yalniz esteraz ve asit fosfataz kalitatif ve kantitatif farliliklar gostermistir. 6

elektorforetik fenotip asit fosfataz i¢in denenmistir. Protein ekstraktlarinin izoelektrik
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odaklamasi sonucu jeldeki esteraz aktivitesinde ¢ok farklilik bulunmamistir. Hastalik
siddetini ortaya ¢ikarmasi agisindan izozim modellerinin korelasyon olusturmadigi
saptanmistir. Benzer bir calismada Devi vd. (2001) farkli patojenite gosteren 5
A.rabiei (D11, G2, GL866, ICH ve ICK) izolatindan elde edilen ve poliakrilamid jel
elektroforezi uygulanan 12 izozimden 7 tanesinde pozitif aktivite belirlemistir.
Esteraz, malat dehidrojenaz, asit fosfataz ve katalaz polimorfik bantlar olustururken.
peroksidaz, alkalin fosfataz ve glutamat dehidrojenazda monomorfik hatlar

belirlenmistir.

Nohutta Ascochyta yanikliginin olusmasi siirecinde morfolojik, biyokimyasal ve
fizyolojk degisimler bir biitiin olarak degerlendirilip farkh gesitlerle karsilastirmalar
yaptlmigtir (Kumar vd., 2001). Sonuglara gore dayamkli ebeveynlerde yaprak
epidermel tiiy yogunlugu, hassas olanlara gére olduk¢a sabit kalmistir. Ebeveyn ve
F, délleri arasinda tily yogunlugu ve hastalik oram agisindan negatif korelasyon
belirlenmistir. Biyokimyasal degerlendirmelerde; dayaniklilar, hassas bireylere gére
daha az malik asit salgilamistir. Calismanin gelisim fizyolojisi sonuglarina gore;
blight hastaligi skorlar1 ve bitki gelisimi arasinda da yine negatif korelasyon kayit
edilmistir. Konukg¢u bitkinin boyu, primer dallarin sayisi, her primer dala diisen
sekonder dal sayist ve tiim bitkide olusturulan pod (tohum kabugu) sayisi

degerlendirmeye alinan basamaklardir.

Burns ve Barz (2001) tarafindan yapilan A.rabiei izolatlarinda sitolojik
arastirmalarda hiicre sayisi, sporlardaki g¢ekirdek ve kromozom sayisi (ploidi)
arastinlmustir. {zolatlara ait preparatlar DNA- spesifik boya olan 4,6 diamidino 2
fenilindol ile boyanmis her pikniosporun g¢ekirdek ve kromozom sayilan
karsilastirilmistir.  Mikroskobik analizlerle incelemeler sonucu; izolatlar arasinda
sporlarin hiicre g¢ekirdegi sayist agisindan 5 farkli kombinasyon saptanmistir. Bir
hiicreli sporlar 1,2 veya 4 ¢ekirdege sahipken, 2 hiicreli sporlarda 1 ya da 2 ¢ekirdek
gbzlenmistir. Mikroflorometrik analizler sonucunda da benomil uygulanan izolatlarin

ploidi derecelerinde farkliliklar kaydedilmistir. (Burns ve Barz, 2001)

Tunus’a ait A.rabiei izolatlarmin mikro ve makro-cografyalardaki genetik
cesitliligini saptamak amaciyla DNA fingerprinting (parmakizi) analizi yapilmigtir
(Morjane vd., 1997). 1992°de 5 nohut tarlasindan 156 izolat toplanmistir. Her

izolatin total genomik DNA’s1 Hinf I ve Rsa I ile kesilmis ve basit tekrarlt siralara
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(SRS) komplementer olan sentetik oligoniikleotidlerle hibridize edilmistir.
Mikrocografik degerlendirme sonucu belirli bir tarlada ¢esitli frekanslarda 12 farkl
fungal genotip belirlenmistir. Hatta bir konukgu bitkiden izole edilen funguslarda
birden fazla genotipin var oldugu agiklanmistir. Makrocografik degerlendirme
yapildiginda ise 5 tarla iginde 17 tarkli genotipin varlig1 kesinlesmistir. Ayrica tiim
tarlalarda ortak olan 2 genotip belirlenmistir. Tarl ve Tar2 olarak adlandirilan bu
predominant genotiplerin hiyerarsik dagillm g6z Online alinarak, merkez

sayilabilecek tek bir tarladan yayildigi kanitlanmistir.

Sonuglarn agisindan benzer bir ¢aligma Nighat vd. (2000) tarafindan yapilmus,
Pakistan’daki nohut tarlalarindan toplanan 21 A.rabiei izolat1 arasindaki genetik
¢cesitliligi RAPD markirlarla saptanmaya ¢alisilmistir. Liyofilize misellerden CTAB
(Cethyltrimethyl-ammoniumbromid) metoduyla izole edilen fungus DNA’lar1 RAPD
markirlariyla analizleri neticesinde test edilen izolatlar arasinda genetik varyasyon
ortaya cikmustir. Hatta aym konukcudan izole edilen funguslarda da genetik
farkliliklarin belirlenmesi, s6z konusu fungal etmenin yiliksek derecede genetik

cesitlilik olusturabilme potansiyeline dikkat ¢ekilmigtir.

(GATA)4 mikrosatellit sekanslarina komplementer bir prob ve bir RAPD markir
kullanarak Suriye tarlalarindan toplanan 4. rabiei izolatlarinin DNA fragment profili
olusturulmaya ¢alisilmistir (Udupa vd., 1997). Bilinen patojenite testleri, RAPD ve
mikrosatellit markirlar1 kullanilarak yapilan genom analizleriyle Suriye’deki ¢ogu
patotip belirlenmigtir. Bunun yaninda bu patotipler arasindaki ve klonal nesilier
icindeki organizasyon agiga ¢ikanlmigtir. Bundan sonraki ¢alismalarda patojenin
populasyon dinamigi ve evrimi iizerine yogunlasilmistir. Ascochyta Blight’a hassas
nohut varyetesi ILC1272 ve dayamkli ILC3279 c¢aprazlanmis ve F,’ye kadar
ilerletilmistir (Udupa vd., 1998). Ebeveyn DNA’larin mikrosatellit primerlerle

testlenmesi sonucu polimorfizm bulundugu saptanmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Fungus izolatlan

Gaziantep iline ait Sehitkamil, Sahinbey ve Yavuzeli il¢elerinin yamsira, nohut
antraknozu gériilen Urfa, Ergani, Besni gibi Glineydogu Anadolu Bélgesine ait
alanlardan 2001-2003 yetistirme doneminde belirli araliklarla yapilan arazi
¢alismalar1 sirasinda toplanan hastalikli bitkilerdeki A. rabiei (Pass.) Lab. izolatlan

kullanilmugtir.

3.1.2. Besin ortamlarn

Hastalik simptomu ggsteren nohut bitkilerinden A. rabiei’nin izolasyonlarinda, PDA
(Patates Dekstroz Agar) ve gelisen funguslarin DNA izolasyonlarinda kullanmak
tizere hiflerinin elde edilmesi igin de CMA (Chickpea Meal Agar) ortamlar

kullanmilmustir. Kullanmlan ortamlarin igerikleri Ek1’de verilmistir.

3.1.3. Kullanilan aletler

Caligma sirasinda mikroskop (Optic Ivymen System, Italya, Trinokiiler ve Isik
mikroskobu), etiiv (Niive, Tiirkiye), kanistiricil isitict (ARE, Italya), mikrodalga firin
(Argelik, Tiirkiye), steril kabin (Bilser, Ankara), -20 °C ve -45 °C derin dondurucular
(Ugur, Tiirkiye), inkiibatérler (Niive, Tirkiye ve Memmert, Almanya), sogutmali
santrifiij (Selecta, Ispanya) , PCR aleti (thermal cycler [Techne-Genius, Ingiltere),
buz makinesi (Buzgelik, Tiirkiye), yatay elekroforez diizenekleri (Biometra,
Almanya), benmari (Niive, Tiirkiye), U.V. transilluminatér (UVP, U.S.A.), digital
kamera (FinePix S602 ZOOM) ve video kamera kullanilmigtir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Arazi calismalar

Arastirmada Gaziantep il ve ilgelerinde belirli tarihlerde arazi ¢aligmalar1 yapilmustir.
Arazi ¢alismalan sirasinda her 5-10 kilometrede bir durularak nohut ekimi yapilan
tarlalara girilmistir.

Tespit edilen her bir nohut tarlasina 3-4 koldan girilerek 2-3 metrede bir hastalikli
nohut bitki &mekleri alinmis ve her tarladan yaklagik 40-50 6mek toplanarak
laboratuar ortaminda makroskobik olarak incelenmistir. Her bitkide kok, gévde,
yaprak, tohum kabugu ve tohum lezyonlar incelenerek her tarla i¢in hastalik belirtisi

gosteren en az 5 bitki izolasyon ¢alismalarinda kullanilmagtir.
3.2.2. Patojen izolasyonu

Izolasyon ¢aligmalarinda kullanilacak antraknoz hastaligi simptomlar: tasiyan bitki
materyalleri, infekteli dokuyu igine alacak sekilde 1-2 cm boyunda kiigiik parcalara
boliinerek steril kabin igine alinmustir. Dokular daha 6nceden hazirlanmis olan
%1,5’luk NaOCl ¢ozeltisi igerisinde 3-4 dakika bekletilerek yiizeysel olarak steril
edilmistir. Daha sonra 3 kez sdH2O (steril destile su) igerisinde durulanmistir. Steril
edilmis infekteli bitki dokularimin nemi petri kaplarinda steril kurutma kagitlar
arasina alinarak giderilmistir. Dokular daha sonra 4-5 adet olmak {izere antibiyotikli
PDA ortamu iizerine yerlestirilmigtir (Giillli vd., 2000) .

Bu petri kaplarinin {izerine ekim yapilan tarih, izolat ad1 ve izolatin elde edildigi yer
yazilarak kiiltiirler 22- 25°C ye ayarlanms inkiibatore birakilmis ve 6-8 giin siireyle
kiiltiir edilmigtir. Stire sonunda kiiltir ortamu tizerinde fungal kolonilerin gelistigi

saptanmuigtir. Bu kolonilerin her biri tekrar PDA ortamina ekilerek saflastirilmistir.

3.2.3. Tek spor izolasyonu

Patojen karakterizasyonu ve yapilacak molekiiler arastirmalarin hassasiyeti i¢in PDA
ortaminda, spor olusturana kadar 10- 12 giin siire ile bekletilen funguslardan tek spor
calismasi gergeklestirilmigtir. Bu amacla 4. rabiei izolatlarinin spor gelisiminin en

¢ok oldugu 6rneklerden bir 6ze yardimiyla sporlar alinmis ve yaklasik 300ul steril
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safsuyla karstinlmigtir. Hazirlanan spor sollisyonu antibiyotikli PDA ortamina,
sporlar seyrek diisecek sekilde ekilmistir. Bir gece 22- 25 °C inkiibatdrde hif gelisimi
saglanan sporlar mikroskop altinda ucu yakilarak kullanilan igne ile alinarak yeni
PDA ortamina aktarilmigtir. Inkiibatérde geligen tek sporlarin yayma kiiltiirleri
hazirlanmigtir (Khan vd., 1999). Bundan sonraki ¢alismalarda da tek spordan gelisen

kiilttirter kullamilmistir.
3.2.4. Fungal Genomik DNA izolasyonu

A. rabiei total genomik DNA izolasyonu i¢in CMA (Chickpea Meal Agar) ortaminda
gelisen hifler kullanilmis ve Freeman vd (2001) tarafindan belirtilen metod takip
edilmistir. Hifler ortamdan steril lamlarla kazinmis ve bir giin siireyle -45 °C’de
bekletildikten sonra liyofilizasyona tabi tutulmustur. Fungus miselleri 2ml lizis
bafirda (150 mM EDTA, 50 nM Tris, %2 Sarkosil) ezilerek 65 °C’de 20- 30 dak siire
ile bekletilmistir. Stire sonunda 10.000 rpm’de 20 dak santrifiij edilerek siipernatant
temiz bir tiipe aktarilmustir. Uzerine 0.7 hacim PEG/NaCl (%20 PEG, 2,5M NaCl)
soliisyonu ilave edilmistir. Tiipler buz i¢inde 15- 30 dak tutulup, 7.000 rpm’de 5 dak
santriflij edilmis ve pellet tizerine 2 ml TE bafir (10 mM Tris, 1 mM EDTA)
icerisinde ¢6ziilmiistiir. 7,5 M, 0,5 hacim NH4OAc ilave edilip 10.000 rpm’de 20
dak santriftij edilmistir. Stipernatant alinip 0.6 hacim izopropanol eklenerek, buzda
DNA presipitasyonu saglanmistir. 5.000 rpm’de 5 dak santrifiijle DNA ¢6ktiiriiliip
0,5 ml TE bafirda ¢oziilmiistiir. 0,1 hacim NaCl ve 2 hacim %95 etanol ilavesi
sonras1 15- 20 dak buzda tutulmus bundan sonra DNA’min 5.000 rpm’de 5 dak
santrifiijle ¢oktiirlilmesi saglanmistir. Slipernatant uzaklastinlmis ve DNA 0,5 ml TE

bafir i¢inde ¢6ziilerek -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.5. PCR (Polymerase Chain Reaction) analizleri

Giineydogu Anadolu Bolgesi’nden toplalan A4. rabiei izolatlarinin mikrosatellit
boélgelerinde bulunan varyasyonun belirlenmesi amaci ile (GACAC);, (GACA)4,
(TCOC)s, (AGG)s, (CAG)s, (GTG)s, (ACTG)s, (GATA),, (CA)s, (GAAT)4, (GATT),,
(GCGT)y, (CAC)s ve (CT)g primerleri (Freeman ve ark., 1993; Freeman ve ark.,
2001; Jamil ve ark., 2000; Weising ve ark., 1991) kullanmilmigtir. Kullanilan



primerlerin oligoniikleotid siralar1 ve molekiiler agirliklar ile ilgili bilgi Tablo3.1°de

verilmektedir.

Tablo 3.1. Ascochyta rabiei izolatlarinin PCR analizleri igin kullanilan mikrosatellit

primerlerin DNA dizilimleri ve molekiiler agirhiklan

Primer 5°- 3’ DNA dizini Molekiiler agrilig1
(GACAOQ); GAC ACG ACA CGA CAC 4540
(GACA), GAC AGA CAGACAGACA 4917
(TCC)s TCC TCC TCC TCC TCC 4351
(AGG)s AGG AGG AGG AGG AGG 4796
(CAG)s CAG CAG CAG CAG CAG 4596
(GTG)s GTG GTG GTG GTG GTG 4751
(ACTG)s ACT GAC TGA CTG ACT GAC TG 6117
(GATA), GAT AGA TAG ATA GAT A 4977
(CA)s CACACA CACACACACA 4757
(GAAT), GAA TGA ATG AAT GAAT 4977
(GATT)4 GAT TGA TTG ATT GATT 4941
(GCGT)4 GCG TGC GTG CGTGCG T 4945
(CAC)s CAC CAC CAC CAC CAC 4396
(CT)s CTCTCT CTCTCT CTCT 4685

Polimeraz zincir reaksiyonlarinda 10-20 ng template DNA, 25 mM MgCl,, 2 mM
dNTP, 20 mM primer, Tag DNA polimeraz ve Taq DNA polimeraz bafir
kullanilmugtir. Reaksiyon kosullan ise 95 °C 5 dak, bir dongii, 95 °C’de 30 saniye,
45- 60 °C’de 30 saniye (primere bagli olarak degismek iizere), 72 °C’de 1.5 dakika,
ve 72 °C’de 15 dakika olarak ayarlanmustir.

3.2.6. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iriinleri amaca uygun olarak %0,8- 1.5 agarose jel elektroforezi ile analiz
edilmigtir. 65 V/cm’de 3 saat siire ile yatay elektroforez cihazi yardimiyla
elektroforez islemine tabi tutulmustur. Jel, Etidium Bromid (10 mg/ml stok) ile 10-

15 dak. boyanmig ve U.V. transilluminatérde goriintiilenmigtir.
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4., ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Gaziantep ve cevre illerde kiiltiirii yapilan nohuttan izole edilen Ascochyta

rabiei ile ilgili kiiltiir cahsmalar:

Gaziantep’te yetistiriciliginin fazla oldugu kiiltir nohutunda (Cicer arietinum L.)
Nisan-Temmuz- 2002 yetistirme doneminde il ve ilgelerde diizenlenen arazi
calismalartyla nohut tizerindeki funguslarin yayginligi saptanmis yaklasik %80
oraninda en Onemii nohut patojeni olan Ascochyta rabiei’ye (Pass.) Lab.
(teleomorph:Mycosphaerella rabiei Kovachevski= Didymella rabiei (Kovachevski)
v.Arx) rastlanmigtir.  2002-2003 yetistirme d6neminde Gaziantep’te nohut
yetistiriciligi yapilan ilge ve kdylerin yam sira Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde
tarafimizdan diizenlenen arazi ¢alismalart sonucunda, tarlalardan toplanan hastalikli
bitkiler {izerinden izole ettigimiz A.rabiei izolatlarimin yer ve sayis1 Tablo 4.1 de

verilmistir.

Tablo 4.1 Calismada kullanilan Ascochyta rabiei izolatlar

ILCE KOY KODU TARIH IZOLAT SAYISI
Sehitkamil Y1zmh STYLO3 2003 13
(1-50) Hamurkesen STHKO03 2003 10
Akgcaburg STAKCO03 2003 10
Sahinbey Sazgin SHSGO3 2003 : 12
(51-100) Havaalani SHVLO3 2003 10
Yavuzeli 1.Kastel YVKS103 2003 8
(101-150) 2 Kastel YVKS203 2003 10
Merkez YVMRO3 2003 11
Ergani-Besni-Urfa Ergani ERGO03 2002 10
(151-200) Besni BSNO3 2002 10
Urfa URFO03 2002 10

S
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4.2. Antraknoz hastaligmin arastirma alanindaki simptomolojisi

A.rabiei sporlarla canli kalma, ¢oZalma ve dagilmaya oldukca iyi adapte olmustur.
Toprak ylizeyinde iiriin artiklari lizerinde canli kalmaktadir, hastalikli bitkilerin
bulundugu tarlalardaki gézlemlerimiz sirasinda simptomlu bélgelerde spor keseleri
makroskobik olarak farkedilmistir (Sekil 4.1, 4.4). Fungus higrofil yasam seklinin
gerektirdigi nemli sartlarda gerekli patojenik yapilanni sekillendirmektedir. Blight
fungus eseyli ve eseysiz lireme sathalarina sahip olmasit nedeniyle her safhada belirli
spor tipi liretmektedir. Patojenin eseyli sporlarinin olusturdugu infeksiyonlarin etkisi
Sekil 4.3’de toplanan materyallerle Orneklendirilmis ancak klasik esey tipi
karakterizasyonu i¢in yaptigimiz laboratuar ¢aligmalarindan netice elde edilememis
olup mikroskobik askosporlara rastlanmamustir. Hastalik simptomlarindan rahatlikla
gozledigimiz eseysiz sporlar (pikniospor) hastalikli doku igine gémiilii koyu renkli
fruktifikasyon yapisi (piknidya) i¢inde karanlikta olusturulmaktadir (Sekil 4.2, 4.4).

Ascochyta rabiei’nin olusturdugu hastalik, fungusun sporlariyla tohum (Sekil 4.1),
iriin residiileri (Sekil 4.2) ve yabani otlar lizerinde kalici sekilde bulunarak ilk
infeksiyonda etkili oldugu tespit edilmistir. Hastalikli bitki parcalar tarlada kalarak
bir sonraki nohut yetigtirme déneminde uygun ¢evre kosullarinin da etkisiyle primer
infeksiyonu baglatmaktadir. Fungus infeksiyonlar1 tohum kaynakli olabildigi gibi
riizgarla taginabilen askosporlarla da (Sekil 4.3) gerceklesebilmektedir.

Sekil 4.1.Nohut tohumda gézlenen simptomlar



Sekil 4.3. Nohutta olusan farkli askospor infeksiyonlart

Infeksiyon baslayip yerlestikten sonra hastalikli bitki tizerinde olusan eseysiz sporlar
hastaligin sekonder yayilimini saglayip bitkinin tiim toprak stii kisimlarinda koyu
renkli ¢okiintii (Sekil 4.2) ve uzayan lezyonlar (Sekil 4.4) meydana getirdigi
belirlenmistir. Bunlarin dallart  zayiflatigi ve kirdigt saptanmistir. Hastaligin
karakteristik simptomlar1 kok, gévde, yaprak, pod (tohum kabugu) ve tohumda

gbzlenebilmistir.
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Sekil 4.4 Ascochyta rabiei’nin nohutun farkli bolgelerinde olusturdugu infeksiyonlar.
A. Kok, B. Govde, C. Yaprak, D. Tohum kabugu, E. Tohum

Antraknoz hastaliginin, bitkide gerek tohum kaynakl gerekse tarladaki infekteli
kalintilardan olsun bitkideki yayilimimin g¢ok hizli gercekleserek c¢alisma

alanimizdaki tarlalarda fark edilir derecede kayiplara neden oldugu kaydedilmistir
(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Ascochyta rabiei’nin nohutta ve tarladaki epidemik etkisi

A.Hastaligin bitkideki yayilim1, B.Tarladaki etkisi

'Y

4.3. Ascochyta rabiei’nin koloni morfolojisi

Kiiltiir nohutundan yaptigimiz izolasyonlar sonrasinda farkli tarlalardan toplanan
izolatlardaki degisiklige ek olarak populasyon iginde de varyasyon gozlenmigtir.
Ascochyta rabiei'nin degisken yapili morfolojik 6zellikleri hem izolasyonlar
sirasinda hem de tek spor ¢alismalar1 sirasinda fark edilmistir. Fungal kdltiirler
makroskobik goriintiileri itibariyle beyaz renkli, gri renkli, siyah renkli ve pembemsi
renkte olmak iizere 4 farkli grupta toplanmistir. Beyaz, gri ve siyah renkli kiiltiirler
tiim ilgelerde bulunmaktadir. Pembe goriiniime sahip olan izolatlarin yalmz Yavuzeli
ve Sehitkamil’e ait oldugu saptanmugtir. Gorlintiiler fungus izolasyonlarninin yapildig:

tarihten itibaren 15 giinliik kiiltiirlere aittir.



Sekil 4.6 Beyaz renkli fungus kiiltiirleri
A1.SHVL03, A2.YVKS103, A3.YVKS203, A4.$THKO03 A5.SHGSGO03



Sekil 4.7 Gri renkli fungus kiilttirleri
B1. SHVL03, B2.YVMRO03, B3. SHVLO03, B4. STAKC03, B5. $TYLO3
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C1.STYLO3, C2.SHSGO3, C3.STAKCO03, C4.STHKO03 C5.SHVLO03, C6.YVKS103,
C7.YVMRO03, C8.YVKS203

Sekil 4.9 Pembe renkli fungus kiiltiirleri
D1.YVKS203, D2.§THKO03

Laboratuvarda izolasyonlar1 tamamlanan A.rabiei kiiltiirlerinin Once tek spor
calismalar1 (single spor) yapilmis, ardindan DNA izolasyonu i¢in CMA ortaminda
fungusun hif olusturmas: saglanmistir. Makroskobik olarak g&zlenen morfolojik
farkliliklar bu asamada da dikkatimizi ¢ekmistir. Nohut patojeni A.rabiei’nin

fenotipik varyasyonu tek spor galismasiyla netlesmistir.

Sekil 4.10 BSNO3 izolatlarinin farkl: tek spor kiiltiirleri

Degisik tarlalara ait A.rabiei izolatlarinin gériintimleri $ekil 4.11°de tek spor kiiltiirleri

olarak verilmistir.
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Sekil 4.11 Farkli nohut tarlalarindan toplanan 4.rabiei izolatlarinin tek spor kiiltiirleri
A. SHSGO03, B.URF03, C. ERGO3

Ayni tarlaya ait iki izolatin tek spor kiiltiirlerinin CMA ortaminda gésterdikleri farkli
goriiniimde hif olugturmasi Sekil 4.12°de gosterilmektedir.

Sekil 4.12 Aym tarlaya ($STHKO3) ait patojen izolatlaninin CMA ortaminda

olusturduklar: hif gortintiileri
A. STHK03-21 ve B. STHK03-18



4.4. Ascochyta rabiei’nin PCR reaksiyonlar

Nohutta izole edilen 4.rabiei nin tek spor kiiltiirlerinden izole edilen total genomik
DNA’lar %0.8 agaroz jelde elektroforeze tabi tutulmustur. PCR analizleri igin
kullanilacak DNA’lann yeterli konsantrasyonda oldugu belirlenmistir (Sekil 4.13).
izole edilen DNA’nin Sekil 4.13’de ilk izolatta gorildiigii gibi yiiksek

konsantrasyonda olmasi halinde TE bafirla seyreltme yoluna gidilmistir.

Sekil 4.13 Ascochyta rabieinin 8 izolat kullanilarak yapilan total genomik DNA

konsantrasyonuna ait elektroforez gérintiisii.

4.5. PCR Optimizasyonlari

PCR (Polymerase Chain Reaction) c¢alismalarinda elde edilen sonuglarin
tekrarlanabilme ozelligine sahip olmasi gerekliliginden yola ¢ikilarak ve elde
edilecek sonuglarin tam bilge saglamasi i¢in optimizasyon g¢alismalarinin yapilmasi
onemlidir. Her mikrosatellit primer ve A. rabiei izolatina ait total genomik DNA
kombinasyonu igin PCR karisimi hazirlik asamasinda ve prosediiriin uygulanmasi
sirasinda bazi optimizasyonlar yapilmigtir.

Calismada kullamilan PCR prosediiriinde primerin DNA’ya baglanma sicaklif
(annealing temperature) 60 °C olarak belirlenmistir. Bu sekilde yapilan uygulamalar
sonrast PCR {irlinlerindeki bantlarin belirgin olmadigi saptanmustir. Fakat her

primere 6zgli Tm derecesine gore degistirilen sicakliklar daha net goriintiiler
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saglamistir. Buna senkronize bir sekilde degistirilen 25mM’hk MgCl,
konsantrasyonu, enzim stimiilasyonu saglamasi amaciyla 62,5mM’a ¢ikarilmustir.
Kontrollii ¢alismalar sonucu bazi primerlerde bant sayisinin arttig1 kaydedilmistir.
Ancak optimum konsantrasyonun 25mM oldugu saptanmistir. Baglanma sicaklig: ise
her primer i¢in degistirilerek uygulanmistir. Tablo 4.2 primerlerde uygulanan

baglanma sicakliini gostermektedir.

Tablo 4.2 Mikrosatellit primerlerin Tm ve baglanma sicaklilar

Primer Tm derecesi (°C) | Baglanma sicaklig: ( °C)
(CAG)s, (AGG)s, 53,3 55
(TCC)s,(GTG)s, (CAC)s
(ACTG)s 57,3 60
(GCGT)s 59,4
(GACACQC); 50,6 50
(GACA)s, (CA)s 49,2
(CT)s 492 50
(GATA)4, (GATT)s, 38,9 45
(GAAT),

4.6 Giineydogu Anadolu Bblgesinden toplanan Ascochyta rabiei’nin

mikrosatellit bolge amplifikasyonu ile ilgili sonug¢lar

Total genomik DNA konsantrasyonlart PCR c¢alismalarinda kullanabilmek igin
yeterli olan A.rabiei izolatlannmn DNA seviyesinde mikrosatellit bolgeleriyle
polimorfizm belirlenmeye calisilmigtir. Amplifikasyonu yapilan mikrosatellit
primerlerinin, izolatlada olusturdugu bant satilari ve biiyiikliigii ile ilgili bulgular

Tablo 4.3°de gosterilmektedir.



Tablo 4.3 Mikrosatellit primerlerin olusturduklar1 bant sayis1 ve biiyiikliigii

Primer Bant Sayisi Bant Biiyiikliigii ( kb)
(CAG)s 7 0,2-05-0,7-0,9-1-12-2
(GACAC); 7 0,2-2
(GACA), 11 0,2-3,5
(GCGT), 4 2-1,5 -1,2-1
(TCC)s 4 0,6-0,7-0,9 -1,2
(AGG)s 3 0,2-1,5-2
(GTG)s 3 0,2-0,7- 1,5
(GATA), 5 1-1,5-1,75-2-25
(GATT)4 1 3
(ACTG)s 8 0,3-0,4-0,6-13-15-19-2-3
(CA)s 4 0,6-0,75-1-13

A.rabiei’nin farkli izolatlartyla denen mikrosatellit primerlerle PCR analizleri
sonucunda elde edilen jel goriintiilerine gore polimorfik oldugu saptanan (CAG);s, 3
polimorfik bant meydana getirmistir. Sekil 4.14’de (CAG)s ve (TCC)s primerlerine
ait sonuglar verilmistir. (CAG)s’de bant olusumu yok, (TCC)s’de bilyiikli 600-
1200bg (baz ¢ifti) arasinda degisen 4 bant gézlenmektedir ancak polimorfik degildir

M Al A2 A3 Bf B2 B3 M

Sekil 4.14. (CAG)s ve (TCC)s primerinin 3 izolatla olusturdugu bantlarin gériiniimii.
M. 1Kb DNA ladder, A. (CAG)s .B. (TCC)s Al,Bl. STYL03-12, A2,B2. STHK03-20, A3,B3.
STHK03-22, ( Al: (CAG)s primeri ve STYLO03-12 nolu izolat kombinasyonu)

(CAC)s, (AGG)s ve (GTG)s mikrosatellit primerlerinin denendigi diger bir PCR
calismasinda (AGG)s 4 farkli bant olustururken, (CAC)s ve (GTG)s’de net olmayan
bantlar elde edilmistir (Sekil 4.15).
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el ¢2 e3 ¢4 5

Sekil 4.15 (CAC)s, (AGG)s ve (GTG)s primerlerinin 5 izolatta olusturdugu bantlar.
M. 1Kb DNA Ladder, a. (CAC)s, b.(AGG)s ve c.(GTG)s, 1. STYLO03- 10, 2. STYL03-12, 3. STHKO03-
20, 4. STHKO03-22, 5. BSN03-169.

A.rabiei’ ye ait izolatlarla yapilan PCR c¢aligmalari sonucunda mikrosatellit

lokusundaki polimorfizmi agi8a ¢ikaran tek primer (CAG)s olmugstur (Sekil 4.16).

M1234567889 101112131415156M

Sekil 4.16 A.rabiei izolatlarinda (CAG)s ile PCR uygulamasi sonucunda olusan

polimorfik bantlar.

M.1kb DNA Ladder, 1. STYL03-1, 2. STAKC03-29, 3. STAKC03-31, 4. STAKC03-35, 5. SHSGO03-
58, 6. SHSG03-59, 7. SHVL03-63, 8. $HVL03-64, 9.$HVL03-66, 10. YVKS103-106, 11. YVKS103-
107, 12. YVKS203-116, 13. YVMRO03-121, 14.YVMRO03-129, 15. URF03-175, 16. URF03-176

(CAG)s ile yapilan ¢aligma sonucunda Buna gore izolatlar arasinda 1000 ve 1200
bg’lik 2 ayri bandin herhangi birini veya her ikisini bulundurmasina gére 2

polimorfik bant olusumu gozlenmistir (Tablo 4.4).



Tablo 4.4 (CAG); primeriyle agi18a ¢ikan, izolatlar arasindaki 3 farkli grup.

1000 be 1000+1250 b 1250 bg
STAKC03-29 | SHSGO3- 58 YVKS103- 107
STAKC03-31 | SHSG03-59, | YVMRO03- 121
STAKC03-35 | YVMRO3- 129
SHVL03- 63 URF03- 175
SHVLO03-66 | URF03- 176
YVKS103- 106
YVKS203- 116

Polimorfik bantlara gére belirlenen gruplardan ilkinde Sehitkamil, Sahinbey ve
Yavuzeli ilgesi, ikincisinde Sahinbey, Yavuzeli ilgeleriyle Urfa, iiiinciisiinde ise

yalmiz Yavuzeli ilgesine ait izolatlar bulunmaktadir.



5. TARTISMA VE SONUC

Giineydogu Anadolu Bolgesinde kiiltir nohutu (Cicer arietinum 1.) iiretimini
sinirlandiran ve ciddi ekonomik kayiplara neden olan Antraknoz hastalifi etment,
Ascochyta rabiei’nin populasyon dagilimi, epidemiyolojisi, patojenin hangi ekolojik
sartlarda varyasyon gosterdigi ve genomik yapisina bagli bazi ozelliklerin agiga

¢ikanlarak yapilacak miicadelede kaynak saglamasi yoluna gidilmistir.

Oncelikle yapilan arazi galismalan sirasinda nohut {iretilen tarlalardan ¢ogunun
hastaliktan etkilendigini (Tablo 4.1) ve materyal saglamak i¢in topladigimiz infekteli
bitki ©Omekleri bazi alanlarda, hastaligin olduk¢a ileri safhalarda olabildigini
gostermigtir (Sekil 4-5). Hastaligin bu denli hizlt yayilimi ve son on yil iginde 6nemli
miktarda iirtin veriminde azalmaya neden olmasi1 (Tablo 1.2) bir tarim iilkesi olan
Tiirkiye i¢in 6nemli bir konudur. 2001 yihi FAO (Birlesmis Milletler Gida ve Tanm
Orgiitli) verilerine gére diinyada baklagil (iretimi 46 milyon tona yaklasmakta,
Tiirkiye de diinyanin dnemli retici iilkeleri arasinda olup nohutta ve mercimekte
2’nci, kuru baklada 12’nci ve kuru fasulyede 13°ncii sirada yer almaktadir. Ekim
alan1 agisindan incelendiginde; 645 bin hektarla en yogun tretimi yapilan baklagil ise
nohuttur. Bu potansiyele ragmen, iilkemizde iiretimin % 9, ihracatin % 35 azaldigy,
ithalatin % 500’leri asan oranda arttig1, 6zellikle nohut ihracatindaki payin da %
44°den % 15°e geriledigi kayit edilmistir (IGEME, 2003) Tablo 5.1°de Giineydogu
Anadolu Bolgesi’nde 1997-2003 yillan arasindaki nohut ihracatina ait bilgiler
verilmektedir (Giineydogu Anadolu Thracatg: Birlikleri Genel Sekreterligi, 2004).
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Tablo 5.1 Giineydogu Anadolu Bolgesi nohut ihracaat verileri

YIL MIKTAR (KG) | DEGER(USS)
1997 13.716.435 7.586.451
1998 17.180.109 7.957.362
1999 2.524.856 1.293.804
2000 674.405 446.085
2001 4756.432 3.285.009
2002 2.355.611 1.310.791
2003 6.589.719 3.248.500

Nohut ihracat degerlerindeki diistise ek olarak, ithalatindaki artis da dikkat ¢ekicidir.
Tablo 5.2’de iilkemizin 1993-2002 yillan arasindaki nohut ithalati degerleri
verilmistir IGEME, 2003).

Tablo 5.2. Tiirkiye nohut tiretimi ve ithalat1 degerleri

Yillar Nohut ithalat: Nohut {iretimi
(Ton) (Ton)
1993 202.026 740.000
1994 102.508 650.000
1995 123.825 730.000
1996 192.710 732.000
1997 263.188 720.000
1998 158.630 625.000
1999 101.668 560.000
2000 50.135 548.000
2001 153.916 535.000
2002 107.917 590.000

Tarimsal ekonomi igin 6nem arz eden bu verilere neden olan etmenler arastirilarak,
derhal ¢dziim aranmas: gerekmektedir. Gaziantep Tarim 11 Midirliigii, 2003 yili
kayitlarinda Gaziantep’te nohut antraknozu nedeniyle iiretim kaybinin %40 oldugunu
belirtmisgtir. Hastahél tetikleyen etmenlerden ilki, bitki mikroklimasinda var olan
ekolojik faktorlerdir. Nohutun dogal yasam ortamu, tarimi igin uygun toprak kalitesi
ve gereken iklim sartlar1 bagta Gaziantep olmak tizere Glineydogu Anadolu’nun bir
¢ok ilinde mevcuttur. Ancak son on yilda tiim diinyanin sorunu haline gelen Global
isinma ozellikle iklim sartlarini fark edilir derecede etkilemistir. Bunun yani sira

bolgede artan barajlar nedeniyle higrofil yasam siiren fungal patojenler daha da artan
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epidemik fonksiyonlar gostermistir (Duke, 1981). A.rabiei’nin, tarlada iiriin
kalintilart iizerinde veya bitkiyi infekte ettikten sonra iginde bulundugu ekolojik
etmenler fungusun yasamsal faaliyetlerini etkileyen en ¢nemli faktordir ve soz
konusu sicaklik, nem ve yagis fungusun patojenik potansiyelini ve epidemik
fonksiyonunu indiikleyici etki yapmaktadir. Buna karsin nohut, ¢imlenme ve gelisme
sirecinde fazla neme gereksinim duymaz, % 20- 40 nem orani, 15°C sicaklik
optimum degerlerdir. Gaziantep’de son on yila ait nohut tiretim déneminde etkili
olan % ortalama nisbi nem, yagis miktar1 ve ortalama sicaklik degerleri Tablo 6.3’de

verilmistir (Gaziantep Meteoroloji Il Miidtirltigii, 2004)

Tablo 5.3 Gaziantep’te son 10 yilda kayit edilen % Ortalama Nisbi Nem, Ortalama
Sicaklik ve Yagis Miktarlar

Yillar % Ortalama | Ortalama Sicaklik | Yagis Miktar
Nisbi Nem (°C) (kg/m?)
1994 66,08 15,06 49,30
1995 62,60 14,54 32,76
1996 64,82 12,30 98,56
1997 66,08 12,60 61,60
1998 68,76 15,12 60,76
1999 64,40 14,66 43,62
2000 59,84 14,34 35,90
2001 47,66 15,18 36,94
2002 60,82 14,28 54,58
2003 64,82 13,02 85,50

Deckmann’in (1992), Suriye’de, nohut hastalifi Ascochyta yanikligimin global
dagilimimi saptamak amaciyla etkili olan klimatik degerlerin ortaya ¢ikarilmasi icin
yaptig1 ¢aligma, bu sonuglar: dogrular mahiyettedir.

Giineydogu Anadolu Bolgesinde diizenlenen arazi ¢aligmalariyla hastalikli nohut
tarlalarindan toplanarak izolasyonlar1 yapilan A.rabiei kiiltiirlerinin makroskobik
goriintiilerinde beyaz, gri, siyah ve pembe olmak lizere 4 farkhh morfolojik karakter
saptanmasi bu bilgede patojenin ¢esitliligini gostermektedir (Sekil 4.6, 4.7, 4.8, 4.9).
Funguslann kiiltiirel karakteristikleri ve viriilenslikleriyle ilgili aragtirmada bunlar
arasinda biitlinliik olabilecegini géstermistir (Jamil vd., 1993). Tiim canlilar i¢in

fenotipi olusturan etmenlerin genotip ve ¢evre etkisi oldugu unutulmamalidir.
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Nohutun gen merkezi olarak bilinen Giineydogu Anadolu Bélgesin’de yiiz yillar
boyunca var olan konukguya nazaran patojenin bu kadar yiliksek patojenik
fonksiyonu olmast hem nohutun kendini polenleme (self-pollinate) dzelliginden, hem
de fungusun eseyli ve eseysiz hayat dongiilerine sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir. Nohutun hastalifa dayaniklilik igin rekombinasyon sansinm
artiracak genetik agidan sansi bulunmamaktadir. Bu nedenle arastiricilar dayaniklilik
genini saptadiktan sonra ya bu geni aktarma (Santra vd., 2000) ya da inter ve intra-
spesifik hibritleme yoluna gitmektedir (Rajesh vd., 2002). Ancak iilkemizde yapilan
calismamalar genetik agidan ¢ok detayli olmamakla birlikte, hastaligin 6nlenmesi
i¢in alinan kiiltiirel énlemlerden biri olan ve Universiteler veya arastirma enstitiileri
tarafindan belirlenen dayanikli nohut ¢esitlerinin kullamilmas1 tegviki, yetersiz

kalmaktadir. Dolayisiyla s6z konusu ekonomik kayiplar kendini gostermektedir.

Gaziantep’in ilgelerine ait koylerdeki tarlalar agirlikli olmak tizere bolgedeki birkag
ilden toplanan A. rabiei populasyonu ile yaptigimiz ¢alismamin bir kismim da
patojenin total genomik DNA’s1 ile gergeklestirilen molekiiler analizler
olusturmaktadir. Bu konudaki aragtirmamizda ckaryot canlilarda DNA’min tekrarli
niikleotid dizilerinden olan mikrosatellit bolgeleriyle ¢alisilmigtir. Bu bélgeler canlt
populasyonununda mevcut genetik gesitliligin yani polimorfizmin degerlendirilmesi
i¢in ¢ogu arastiric: tarafindan en gok tercih edilen, gen lokuslaridir. Bu bolgeler igin
14 farkli primer kullamilmustir. PCR (Polymerase Chain Reaction) temelli ¢alismalar
sirasinda primerler her zaman dogru sonug vermemis kontrolli yapilan
optimizasyonlarla sonuca gidilmistir. Sekil 4.14’de gorillen (CAG)s ve (TCC)s
primerleriyle yapilan PCR uygulamas: sonucu (CAG)s’de her hangi bir baglanma

- olamamasina ragmen (TCC)s’de bant olusumu gostermektedir.

Tm (melting temperature) derecesine uygun yapilan baglanma (annealing) sicaklig:
ile daha sonra (CAG)s ile bant olusumunu saglamistir (Sekil 4.16). Farkli A.rabiei
izolatina ait DNA’larin mikrosatellit bélge analizi sonucu (CAG)s, 2 polimofik bant
meydana getirmis ve izolatlar arasinda bu bandin yalniz birini veya ikisini birlikte
bulundurmasimna gére ¢ grup olusturmustur. Kodominant oldugu bilinen
mikrosatellit lokuslarin yaptigimiz ¢aligmada bu bolgeler agisindan heterozigotlarin
olusmasi bandin dominant oldugunu gostermektedir. Kesin sonuca bu bantlarin

klonlanmas: ile gidilebilir.
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Tim mikrosatellit primerden 11 tanesi bant olusturmustur (Tablo 4.3). Bunlardan
yalmz (CAG)s polimorfizm gostermistir. Mikrosatellit bolgelerin farkli yontemlerle
yapilacak calismalarla detaylandirilmasi ozellikle bu bélgeye ait patojen
populasyonun genetik yapisinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in gereklidir. Udupa vd. (1997)
tarafindan yapilan c¢alismada A.rabiei nin izolatlarina ait genotiplerine &zel DNA
fragment yapisinin olusturulmast i¢in RAPD ve mikrosatellit markirlar kullanilmustir.
Bolge populasyonu igin elde edilecek bilgiler izolatlarin aym Ascochyta tiirlerine ait

olup olamadiginin belirlenmesinde kullanim alanina sahip olabilir.

41



6. ONERILER

L. Giineydogu Anadolu Bélgesi'nde nohut yetistiriciliginin fazla olmast
nedeniyle Antraknoz hastaligina karst alinacak kiiltlirel 6nlem olarak hastalifa

dayanikl: ¢esitlerinin belirlenmesi ve lireticilere sunulmas: gerekmektedir.

2. Hastalik epidemiyolojisinin saptanmasi ile ilgili c¢alismalara agirlik
verilmelidir.
3. Bolgede varlig1 saptanan s6z konusu hastalik etmeni fungus, eseyli tireme ve

patojene faydali olabilecek mutasyonlar sayesinde canliligim slirdiirmenin yam sira
nohut varyeteleri iginde hastaliga dayaniklilift yenebilmekte ve nohut disinda farkly
konukeular da bulmaktadir. Bu nedenle bu bolgeden toplanacak viriilenslikleri farkli
izolatlarin tam:1 agisindan morfolojilerinin belirlenmesi ve DNA seviyesinde
molekiiler analizlerinin yapilmasi gerekmektedir.

4. Yapilacak molekiiler ¢alismalarda fungus genomik DNA’s1yla ¢alismak iizere
polimorfik primer say1st artinlmalidir.

5. Bolgedeki A.rabiei populasyonu, oncelikle calismamizda kullandigimiz
(CAG)s ile testlenmeli bunun yaninda viriilenslik ve (CAG)s arasinda iliski
saptanmalidir.

6. Hastaliga dayanikliligi saglamak igin nohutun gen merkezi olan bolgedeki
yabani nohut tiirlerinden faydalanip gen aktarimi veya hibridizasyon yolunsa

gidilmelidir.
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EK 1. Fungus Kiiltiir Ortamlan

PDA (Patato Dekstroz Agar) (1L)

e 200 gr Patates
o 20 gr Dekstroz
e 12 gr Agar

CMA ( Chickpea Meal Agar) (1L)

e 30 gr Nohut Unu (Chickpea meal)

e 20 gr Glukoz
e 15grAgar
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