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OZET

ULKEMIZDEKI TESCILLI NOHUT CESITLERI ILE BAZI
ULUSLARARASI ISLAH HATLARININ NOHUT YANIKLIK ETMENI
Ascochyta rabiei’ye KARSI DAYANIKLILIK DURUMUNUN MARKOR
DESTEKLIi SELEKSiYON VE KLASIK REAKSiYON TESTLERI iLE
BELIRLENMESI
YUKSEK LiSANS TEZi
HUSEYIN KABAKCI
BOLU ABANT iZZET BAYSAL UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiTKi KORUMA ANABILiM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC.DR. GOKSEL OZER)

BOLU, AGUSTOS - 2019

Ascochyta yanikligit diinyada ve {ilkemizde nohutun en Onemli
hastaliklarindan birisidir. Hastalik patojeni Ascochyta rabiei belirli gesitlerde
gosterdigi reaksiyona gore birbirlerinden ayrilabilen dort patotipe sahiptir. Bu
patojene karsi farkli dayaniklilik kaynaklart mevcuttur. Bu dayaniklilik kaynaklar
ile iliskilendirilmis SCAE19, SCY17, SCK13 SCAR markorleri, CaETR Fw-Rev
1, CaETR Fw-Rev 1-Rev 2 allel spesifik markorler, GAA47 ve TA146 STMS
markorleri dayanikli nohut 1slah1 calismalarinda siklikla kullanilmaktadir.
Gergeklestirilen bu ¢aligmada iilkesel olarak yaygin yetistirilen nohut cesitleri ve
diinya genelinde patojen izolatlarinin fenotipik karakterizasyonu i¢in kullanilan
ayirict ¢esit genotiplerinin patojen patotiplerine olan dayamiklilik durumlarn
belirlenmistir. Ayrica ¢esit ve genotiplerin dayaniklilik durumlart belirtilen
markorler ile karakterize edilmistir. Testlemeler sonucunda gesit ve genotipler
icerisinde patotip I, I, III ve IV’e dayanikli birey sayilar1 sirasiyla 35, 19, 5 ve 2
olarak gerceklesmistir. ARDA gesidinin ve ICC 3996 genotipinin 4 patotipin
hepsine birden dayanikli oldugu tespit edilmistir. Korelasyon analizi sonucu patotip
I ve patotip IV’e karst fenotipik dayaniklilikla ilgili tek basina bir markor
korelasyonu bulunamamistir. Bununla birlikte GAA47 STMS markoriiniin
SCAE19, SCY17 ve SCK13 markérii ile degerlendirilmesinin sonucu elde edilen
verinin patotip I’e kars1 dayaniklilikla p<0,05 seviyesinde 6nemli bir korelasyon
bulundugunu gostermistir. Patotip II’ye karsi dayaniklilikla SCY17, SCAE19,
SCK13 ve TA146 markorleri arasinda p<0,01 diizeyinde 6nemli bir korelasyon
bulunmustur. Patotip III’ e kars1 fenotipik dayaniklilikla SCY17 disindaki
markdrler arasinda p<0,05 seviyesinde bir dnemli korelasyon bulunmustur. Tiim
patotiplere kars1 dayaniklilikla iligkili bir markor tespit edilmemistir. Patotip 111 ve
IV izolatlarmin gittikge yayginlagsmasi nedeni ile bu patotiplerle dayaniklilikla
iliskili markor belirleme ¢alismalar kritik Gneme sahiptir.

ANAHTAR KELIMELER: Nohut, Ascochyta rabiei, Dayaniklilik, Molekiiler
markorler, Patotip
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE RESISTANCE TO CHICKPEA BLIGHT
CAUSED BY Ascochyta rabiei IN NATIONAL REGISTERED CHICKPEA
GENOTYPES AND SOME INTERNATIONAL BREEDING LINES BY
MARKER-ASSISTED SELECTION AND CLASSICAL REACTION
TESTS
MSC THESIS
HUSEYIN KABAKCI
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY GRADUATE SCHOOL OF
NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. GOKSEL OZER )

BOLU, AUGUST 2019

Ascochyta blight is one of the most important diseases of chickpea in the
world and in our country. The pathogen, Ascochyta rabiei, has four pathotypes that
can be separated from each other according to their reaction to certain varieties.
There are different sources of resistance to this pathogen. The SCARE19, SCY17,
SCK13 SCAR markers, CaETR Fw-Rev 1, CaETR Fw-Rev 1-Rev 2 allele specific
markers, GAA47 and TA146 STMS markers associated with these resistance
sources are frequently used in resistant chickpea breeding studies. In this study, the
resistance characteristics of the chickpea varieties commonly grown in Turkey and
genotypes widely used for phenotypic characterization of pathogen isolates were
determined with molecular markors and pathogenicity assays. In addition, the
resistance status of the varieties and genotypes was characterized by the markers.
As a result of the tests, the numbers of individuals resistant to pathotypes I, 11, 111
and IV were 35, 19, 5 and 2, respectively. ARDA variety and ICC 3996 genotype
were found to be resistant to all 4 pathotypes. Correlation analysis revealed no
marker correlation for phenotypic resistance to pathotype | and IV. However, the
data obtained as a result of the evaluation of the GAA47 STMS marker combaning
with the SCAE19, SCY17 and SCK13 marker showed a significant correlation with
the resistance to pathotype I at p<0.05. Significant correlations were found between
resistance to pathotype Il and markers SCY17, SCAE19, SCK13 and TA146 at
p<0.01 and between phenotypic resistance to pathotype Il and the markers except
from SCY 17 at p<0.05. No marker associated with resistance to all pathotypes has
been identified. Because of the increasing prevalence of pathotypes Il and 1V,
marker identification studies related to resistance to these pathotypes are critical.

KEYWORDS: Chickpea, Ascochyta rabiei, Resistance, Molecular markers,
Pathotyping
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1. GIRIS

Nohut (Cicer arietinum L. 2n = 2x = 16) kendi kendine dollenen, tek yillik
yemeklik tane baklagillerden birisi olup (Millan vd., 2006); kuru fasulyeden sonra en
cok yetistirilen yemeklik tane baklagil g¢esididir (Varshney vd., 2012). Botanik,
genetik ve arkeolojik kanitlar, nohutun anavatani olarak Tiirkiye’yi isaret etmektedir
(Lev-Yadun vd., 2000). Bununla birlikte giiniimiizde asya kitas1 basta olmak tizere
diinyada 6 kita ve 54 iilkede yetistiriciligi ger¢eklestirilmekte olup; iiretimin %80’ini
gelismekte olan tilkeler saglamaktadir (Gaur vd., 2012).

Nohut 6nemli bir protein (%19.9-27.3), yag (%4.2-6.3), lif (%2.0-4.2), nisasta
(%48-58) ve mineral (magnezyum, fosfor, kalsiyum, ¢inko ve demir) igerigine sahip
olup; insan beslenmesinde ve hayvan yemi olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir
(Jood vd., 1998; ibrikci vd., 2003). Ayrica; kdklerindeki mutualistik olarak gelisen
bakteriler sayesinde topraga onemli miktarda azot bagladig: igin ekim ndbetlerinde
kendisinden sonra gelecek kiiltiir bitkileri i¢in daha iyi toprak kosullar: saglamaktadir
(Elkoca vd., 2007).

Nohut, tohum rengi ve boyutuna gore dayandirilarak iki gruba ayrilmaktadir
ve bu tiplerin diinya iizerindeki cografik dagilimi degiskenlik gdstermektedir
(Bampidisa ve Christodoulou, 2011). Tohumlar1 kahverengi, siyah veya yesil renkte
ve genellikle kii¢iik boyutlu olan grup “Desi” olarak adlandirilmakta (Iliadis, 2001) ve
cogunlukla Hindistan ve Afrika’da yetistirilmektedir (Frimpong vd., 2009). Beyazdan
krem rengine kadar degisen renklere sahip olan ve “Kabuli” olarak isimlendirilen diger
grup ise, daha iri tanelere sahiptir ve ekilisi biiyiik 6lgiide Bat1 Asya, Kuzey Afrika,
Kuzey Amerika ve Avrupa'da yayginlik gostermektedir (Jukanti vd., 2012).

2017 verilerine gore, Diinya’da yaklagik 146 milyon dekar alanda nohut
tretimi gerceklestirilirken; {iretim ve verim degerleri yaklasik olarak sirasiyla 14.8
milyon ton ve 101.5 kg/da olarak ger¢eklesmistir. Bu {iretimin %73.5’1 Asya’da
gerceklestirilirken; Avrupa sadece bu iiretimin %3.8’ini karsilamaktadir. 2017 yil
verilerine gore, diinya nohut iiretiminde %61.41°lik tiretim pay ile Hindistan diinya

tiretiminde birinci sirada yer almaktadir. Nohut {iretiminde Hindistan’1, sirasiyla,
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Avustralya (%13.56), Myanmar (%3.56) ve Etiyopya (%3.2) takip etmektedir.
Ulkemiz ise, %3.18’lik payla diinya iiretiminde 5. sirada yer almaktadir (Cizelge 1.1)
(FAOSTAT, 2019).

Cizelge 1.1. 2017 y1l1 6nemli miktarda nohut iireten tilkeler

Ulke Uretim (ton) Ulke Uretim (ton)
1 Hindistan 9.075.000 6 Rusya 418.646
2 Avustralya 2.004.000 7 Pakistan 330.000
3 Myanmar 526.772 8 Amerika 313.210
4 Etiyopya 473.570 9 iran 271.487
5 Tirkiye 470.000 10 Meksika 188.939

Ulkemizde son 10 yilda iiretim istatistikleri yillara gore onemli miktarda
degisim gostermekle birlikte, 2018 yilinda ortalama olarak, 5.141 bin dekar alanda
123kg/da verim ile 630 bin ton nohut iiretimi ger¢eklesmistir (Sekil 1.1). Nohut
tiretiminin en fazla oldugu ilk bes il ise, sirasiyla, Kirsehir (%10.4), Ankara (%9.4),
Yozgat (%8.1), Konya (%6.8) ve Kirikkale (%6.8)’dir (TUIK, 2018).
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- \ o .
4000 = = 5
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Sekil 1.1. Ulkemizde yillara gére nohut iiretimi.

Giliniimiizde nohut iiretimi diinya genelinde potansiyelinin altindaki bir verimle
(101.5 kg/da) gerceklesmektedir (Reddy ve Singh, 1984; Singh vd., 1994). Nohut
bitkisi, diger kiiltiir bitkileri gibi geligsimini ve biiylimesini engelleyen, iiretimini

siirlandiran ve genetik olarak potansiyel verim degerlerine ulagsmasini engelleyen
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stres faktorlerinin tehdidi altindadir. Bunlar, biyotik ve abiyotik faktdrler olmak iizere
iki ana baslik altinda toplanmaktadir. Nohut bitkisi tiim gelisme donemlerinde abiyotik
faktorler olarak kuraklik, asir1 sicaklik ve sogukluk, tuzluluk gibi olumsuz gevresel
faktorlere maruz kalabilmektedir (Ahmad vd., 2005; Millan vd., 2006). Fungal,
bakteriyel ve viral hastalik etmenleri, bocekler ve bitki paraziti nematodlar gibi biyotik
faktorler ise, neden olduklari ekonomik kayiplardan dolayi, nohut iireticisi tilkeler
tarafindan miicadele programlar1 diizenlenmesi zorunlu olan unsurlar olarak ortaya

cikmaktadir (Basandrai vd., 2011).

Giliniimiize kadar nohut tarimimi tehdit eden ve degisik diizeylerde verimi
etkileyen 70’ten fazla patojen tiirii rapor edilmis olmakla birlikte, giiniimiizde
bunlardan sadece birkag¢1 nohut iiretiminde 6nemli kayiplara neden olmaktadir (Pande
vd., 2010). Baslica hastaliklar arasinda toprak ve tohum kokenli bir etmen olan
Fusarium oxysporum f.sp. ciceris Matuo & K. Sato neden oldugu Fusarium
solgunlugu gelmektedir. Bu etmen 6zellikle kuru tarim yapilan yerlerde, iliman ve
sicak mevsimlerde %10 ile %40 arasinda degisen lirlin kayiplarina neden olurken;
¢evre sartlarinin uygun seyretmesi durumunda bu kayiplar %100’e ulasabilmektedir
(Sharma vd., 2014; Li vd., 2015). Bununla birlikte biitiin diinyada, 6zellikle serin ve
nemli bolgelerde, uygun kosullar olustugunda tirlinii tamamiyla tahrip eden Ascochyta
rabiei (Pass.) Labr. [teleomorph: Didymella rabiei (Kovatsch.) Arx] fungusunun
neden oldugu Ascochyta yanikligi diger bir 6nemli hastalik olarak ortaya ¢ikmaktadir
(Pande vd., 2005; Nene vd., 2012; Sharma ve Ghosh, 2016). Patojen, bitkinin toprak
iistlindeki tiim kisimlarma saldirmakta; yaprak ve bakla {lizerinde dairesel, yaprak
saplar1 ve govdelerde uzayan nekrotik lezyonlar olusturmakta ve bu lekeler, sap ve
govdeleri sardiklarinda kirilmalara yol agmaktadirlar (Nene vd., 2012). Etmen
heterothallic bir fungus olmasi1 nedeniyle hayat ¢emberinde eseyli doneme gecebilmesi
icin uyumlu iki uyusma tipine (mating type = MAT-1 ve MAT-2) ihtiya¢ duymaktadir.
Gergeklestirilen bircok calisma 6nemli miktarda iiretime sahip iilkelerde her iki
uyusma tipinin varligint dogrulamistir (Trapero-Casas ve Kaiser, 1992; Kaiser ve
Kiismenoglu, 1997; Bayraktar vd., 2007).

A. rabiei izolatlar1 arasinda patojenik degiskenlik ilk defa Hindistan’da rapor
edilmis ve izolatlar arasindaki bu fenotipik varyasyonlar diinyada ekilisi

gergeklestirilen her alanda bildirilmistir (Vir ve Grewal, 1974). Etmen izolatlar1 belirli



bir set ¢esit iizerinde gosterdikleri patojenik reaksiyona gore uzun seneler boyunca
patotip I, IT ve III olmak {izere 3 gruba ayrilmaktaydi (Udupa vd., 1998). Bununla
birlikte son zamanlarda gergeklestirilen bir ¢alismada bu {i¢ patotipten daha agresif
olmak tizere dordiincii bir patotip grubun (patotip 1V) ortaya ¢iktig1 anlasilmistir
(Imtiaz vd., 2011).

Dayanikli ¢esitlerin kullanimi1 bu hastalik ile miicadelede en pratik ve gevresel
yontem olmasi nedeni ile dayamikli c¢esit gelistirilmesi diinya c¢apinda 1slah
programlarinin en 6nemli hedeflerinden birisi haline gelmistir (Muehlbaur ve Singh,
1987; Reddy ve Singh, 1990). Islah caligsmalari sirasinda elde edilen hatlarin
dayaniklilik durumlarimin belirlenmesi genellikle klasik patojenisite yontemi ile
gerceklestirilmektedir. Bununla birlikte klasik olarak fenotipi belirleme c¢aligmalari
oldukca zaman alic1 ve gevresel faktorlerden fazlasi ile etkilenmektedir. Markor
destekli seleksiyon (Marker-assisted selection = MAS), hem genotiplerdeki
dayanikliligi hizli ve kolay bir sekilde belirlemesi hem de islah hatlarindaki
dayaniklilig1 ¢esit gelistirme asamasinda izlenmesine olanak saglamasindan dolay1 son
zamanlarda oldukc¢a yaygin bir kullanim alani bulmaktadir. Bu amagla, nohut

genomundaki dayaniklilik lokuslari ile iliskilendirilmis birgok markor gelistirilmistir.

Gergeklestirilen bu c¢alisgma ile (I) iilkemizde yaygin olarak ekilisi
gerceklestirilen tescilli ¢esitler ile viriilenslik ¢caligmalarinda diinyada yaygin sekilde
kullanilmakta olan uluslararasi ayirici setlere ait genotiplerin dayaniklilik durumlari
MAS markorleri ile karakterize edilmis, (II) bu cesit/genotiplerin dayaniklilik
durumlari, dort patotip grubuna ait referans izolatlar kullanilarak klasik patojenisite
testleri ile ortaya konulmus ve (III) MAS markoérlerinin bu patotiplere Karsi fenotipik

dayaniklilikla iliskisi incelenmistir.



2. KURUMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLER

2.1  Ascochyta rabiei

Nohutun en 6nemli patojenlerinden birisi olan Ascochyta rabiei, diinyada
nohut ekilisi gerceklestirilen her alanda yaygin olarak bulunmaktadir. Etmenin
olusturdugu yamiklik hastaligi kiiclik nekrotik lekelerle baslamakta ve uygun
kosullarda lekeler birleserek yaprak, dal ve bakla i¢inde fruktifikasyon organi olan
piknitlerin yer aldig1 biiyiik lezyonlar meydana getirmektedir. Siddetli enfeksiyonlarda
dal ve govdede kirtlmalar ile ani 6limler meydana getiren etmen ekonomik olarak
onemli kayiplara yol agmaktadir. Miicadelede dayanikli ¢esit kullaniminin 6neminden
dolay1 konuk¢u-patojen iligkisi de dikkate alinarak etmen izolatlarinin fenotipik ayrimi
ve dayanikli ¢esit 1slahina yonelik tilkemizde ve diinyada pek c¢ok ¢alisma

gerceklestirilmistir.

A. rabiei neden oldugu Ascochyta yanikligi, nohutta goriilen yikici ve yaygin
bir hastaliktir. Fenotipik tarama sonuglarinin farkli lokasyonlarda ve yillarda yapilmasi
nedeniyle, yaniklifa karsi1 diren¢ genetigi iizerine yapilan c¢aligmalarda tutarsiz
sonuclara ortaya ¢ikmaktadir. Onceki ¢alismalari ¢cogunda 1rk ayrimi analizleri, F2
veya melezleme popiilasyonlarina dayandirilmistir. Bunula birlikte katilim sekillerinin
zaman ve mekanlardaki tekrarlanabilirliginin olmamasindan dolayr dogrulanmasi zor

olmustur.

Gerek oOl¢limlerin zaman alic1 olmas1 ve gerekse hastalik gelisimini etkileyen
cevresel faktorlere bagli olmasi nedenleriyle, Ascochyta yanikliginin geleneksel
fenotipik se¢im (Phenotypic Selection) ile ele alinmasi zor ve zaman alicidir. Cesit
gelistirilmesi sirasinda yaniklik hastaligina karsi olan dayanikliligi basariyla aktarmak
i¢in, yetistiriciler hem etkili hem de verimli 1slah yontemlerine ihtiyag duymaktadirlar.
Markor destekli seleksiyon (MAS), dayaniklilik calismalarinda se¢imi kolaylastirmak
icin ideal ve giivenilir bir aragtir. MAS'in basarili bir sekilde kullanilmasi i¢in direng
ozelliklerine bagli olan markorler gerekmektedir. Ascochyta yanikligi direnci icin
kantitatif Ozellik lokuslar1 (Quantitative Trait Loci = QTL), farkli haritalama
poplilasyonlar1 kullanilarak, 4 baglantili grup (Linkage grup = LG) nohut haritasi
[(LG4) (QTLar: Ve QTLAr2), LG2 (QTLAar3) ve LG3'linde (QTLAar4)] lizerinde tespit
edilmis ve dogrulanmistir (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1. Ascochyta yaniklig1 direnci i¢in yapilan ¢aligmalarda kullanilan
QTL’ler ve haritanin baglant1 gruplarinin atanmasini saglayan

markorler
Patotip QTL Adi Indikatér Markérler LG Kaynak*
te** 1 GAA47 4 Tekeoglu vd. (2002)
te 2 TAT72, GA2 4
te 1 TS12b Flandez-Galvez vd.
(2003)
2/3 TA3a/TA3b
4/5/6 TA30/TA146/TR20
te ar2 SC/OPK13 4 Millan vd. (2003)
SC/OPMO02 Iruela vd. (2006)
TAT72, TA146
te I STMS11, GA2, 4 Rakshit vd. (2003)
GAA47, TR20
I arl GA16 2 Udupa ve Baum (2003)
I ar2a GALl6 2
I ar2b TA130, TA72, TS72 4
I arla GA20, GA16 2B-6B  Cho vd. (2004)
I arlb TA37, TA200 2B
I ar2a GA24, GAA4T 4A
te 1 STMS 11, GA2, TR20 4 Collard vd. (2001)
te 2 XLRRbgo 4
te 4.1 H3C041, TA2 4 Lichtenzveig vd. (2006)
4.2 H1A12/H1H13, H1G20 4
8 H1C092, TA3/H3C1la 8
I 1 TAG4, TS19 3 Taran vd. (2007)
2 TA2, TA146 4
3 TA80, TA22 6
I 3 TA34, TA142 3 Aryamanesh (2007)
4 STMS11, TAAL70 4
4 H3D09, H1A12 4
I 1 TA125, TA34 3 Kanouni vd. (2009)
2 TA2, TA72 4
3 GA26, TA80 6

*Kanouni vd. (2011)
**te: Tespit edilmemis

Bu gelismeler, MAS’in Ascochyta yanikligina karsi direng calismalarinda

kullanilmasinin, nohut yetistiriciliginde {iretimi biiyiik 6l¢lide hizlandiracagini ortaya

koymaktadir. MAS kullanilarak dayanikli cesitlerin tespit edilmesi ve buna gore bir

tiretim planinin yapilmasi sonucunda iiretimde kayiplar azaltilabilme potansiyeli

anlasilmaktadir. MAS’1n bu amagla kullanimi giderek artmaktadir. On deneme amach



yapilan bazi ¢alismalarda, 1slah programlarinda MAS’1n potansiyel rolii incelenmis ve
baz1 durumlarda MAS’m kullaniminin fenotipik se¢im alternatiflerine gore, se¢im
verimliligini arttirdigi ortaya konmustur (Hospital vd., 1997; Knapp, 1998; Charmet
vd., 1999; Moreau vd., 2000). MAS kullanimi, genetik yapinin iyilestirilmesinin yani
sira, 1slah siirecini hizlandirmasi, 1slah programinin maliyetlerini, gerekli olan yil
sayisini ve 1slah i¢in kullanilan popiilasyon biiyiikliigiinii azaltmas1 gibi avantajlara
sahiptir (Yousef ve Juvik, 2001; Thomas, 2003).

Verim, bazi hastalik ve zararlilara karsi direng, kalite, gibi bir¢cok karakter
kantitatif 6zellik lokuslar tarafindan kantitatif olarak kontrol edilmektedir. Uygun bir
populasyonda QTL analizi olarak bilinen yontem ile, molekiiler markorler kullanilarak
belirli kromozom bdlgesindeki ilgili genlerin yerleri saptanabilmekte, etkilerinin
biiyiikliigii tahmin edilebilmekte, gen etkisinin eklemeli veya baskin olup olmadigi
belirlenebilmektedir. Bu genlerin genom igerisinde nerede olduklarimi bilmek bitki
1slah1 calismalar1 acisindan oldukca 6nem tasimaktadir. Bu nedenle, iistiin cesitleri
elde etmek i¢in 1slah programlarindaki genlerin diizenlenmesi, gelecekteki genetik
manipiilasyonlara ve organizmalar arasinda gen transferlerine olanak saglayacaktir

(Asins, 2002).

QTL’leri tespit etmek ve konumlandirmak, markor genotipleri ve bireylerin
veya hatlarin fenotipik degerlerinin ortak analiziyle miimkiindiir. Bu lokuslarin ayrimi
icin kullanilabilecek verilerin azlhigi ile birlikte her bir genin fenotipik etkisinin
karmasik ve nispeten etkinliginin az olmasindan dolay1 tanimlanmasi1 zordur. QTL
analizi, bir veya daha fazla kantitatif 6zellikte farklilik gosteren ana hatlarin segilmesi
ve kantitatif Ozellik lokuslarinin, bilinen DNA markoérleriyle analiz edilmesini
icermektedir. Ornegin, bu bilgi bir iireticinin dolayl1 secim yaparak iiretim asamasinda
avantaj saglamasinda kullanilabilmektedir. Bahsedilen se¢im (kismen), molekiiler
markorlerin uygulanmasi yoluyla elde edilen genetik bilgiye dayandiginda buna
markor destekli seleksiyon denmektedir. Bu seleksiyon, bitki 1slah1 galismalarini
gelistirmek ve kaliteli iirin eldesini hizlandirmak i¢in kullanilabilmektedir. Ayrica;
maskelenmis ve ilging yabani allellerin tespit edilmesini ve genetik materyalin, iliskili
ve iligkisiz oldugu yabani tiirlerden genlerin germplazm arttirma ve 6n yetistirme gibi
geleneksel yontemlerin dezavantajlar1 olmadan daha kolay bir sekilde kullanilmasini

saglamaktadir (Asins, 2002).



Cicer arietinum ve diger Cicer tiirlerinde patojen olan A. rabiei’nin (Millan ve
ark., 2003), heterotallik oldugu ve eseyli doneme gecebilmesi icin MAT-1 ve MAT-2
olmak tizere iki uyumlu eslesme tipinin gerekli oldugu bildirilmistir (Kaiser, 1997;
Taleei vd., 2008). Bu iki eslesme tipinin varligimmin seksiiel rekombinasyonu
sagladiklarint ve genetik gesitlilige yol actigin1 belirtmislerdir. Anamorf (aseksiiel)
evre, koyu kahverengi renkte kiiresel armut bigimli piknit varlig1 ile; teleomorf
(sekstiel) evre ise, kisin nohut artiklarinin tistiindeki kahverengi-siyah pseudothecia ile
tanimlanmaktadir. Ascus; silindirik, u¢ kismi yuvarlak ve hafif kavisli bir yapidadir
(Kanouni vd., 2011). A. rabiei’nin nohutta Ascochyta yanikligini olusturma dongiisii

Sekil 2.1°de verildigi gibi gergeklesmektedir.

Rizgzar ve yagmur ile yayilan konidi

Konidi

Yaprak, govde

ve baklada
‘ . p 4 enfeksiyon

Pilidyum igeren

vaprak ve sap

lezyonlan \’ H‘ s /., Pilmidyum

Yaprak ve sap

\ - g
enfeksiyonu :é"\ = : ‘
W i \‘ L S
Mo il Konidi N

Enfekts olmug
bitla
P Tobumdan fide
“n olusumu
z Enfekte olnms
Ascospor :, 1 7 = @ tohum
R N P
S S |
(g Al
3 e
Enfaktel: bitla

V artiklan

Pseudotesyum

Sekil 2.1. Nohutta Ascochyta yanikliginin olusum dongiisii (Croppro, 2019).



2.2 Ascochyta rabiei patojenisite ve patotip ayrimu ile ilgili calismalar

Chen vd. (2004), dnceki ¢alismalarda kullanilmig olan 22’si ayirici sette olmak
tizere 48 nohut genotipi ile A. rabiei’nin patojenik varyasyon gosteren alti izolati
kullanilarak patojenisite ¢alismasi gerceklestirmis ve alt1 izolat1 6nceden tanimlanmis
sekiz irkla kiyaslamislardir. Ayirict g¢esitlerin tanimlanmis 1rklar ve izolatlar ile
enfeksiyonu sonucunda bircogunun benzer reaksiyon verdigi tespit edilmis,
arastirmacilar izolatlar arasindaki irk/patotip tanimlanmasinda gerekli olan ayirici
setteki cesit sayisinin Onemli derecede azaltilabilecegini onermislerdir. Amerikan
izolatlar1 arasindaki patojenik varyasyonun izolatlar1 iki patotip igerisinde
gruplandirmaya elverisli oldugunu bildirmislerdir. Patojenik tepkideki belirgin
farklilik, nohut bitkilerinin dayaniklik mekanizmalarinin farkli genetik kaynaklara
dayandigina isaret etmislerdir. P1 559361, P1 559363 ve W622589 nohut hatlarinin her
iki patotipe karst oldukca yiiksek dayaniklilik gosterdigini ve nohut 1slah
programlarinda dayaniklilik kaynagi olarak kullanilmasi gerekliligi belirtilmistir.

Cho vd. (2004) nohut bitkilerinde A. rabiei’nin patotiplerine bagl
dayanikliligin genetik mekanizmasini incelemek igin PI 359075 (hassas) x FLIP84-
92C(2) (dayanikli) melezlemesinden elde edilmis olan F7 RIL’lar1 patotip I ve patotip
IT ile enfekte etmislerdir. Ayrica; ayn1 RIL’lart ile 53 Sekans Etiketli Mikrosatellit
Bolge (Sequence-Tagged Microsatellite Site = STMS) markérii kullanarak tiirler arasi
genetik baglanti haritas1 olusturulmustur. Patotip II’ye dayaniklilikla ile ilgili bagh
grup (Linkage Group = LG) 4A iizerinde bir QTL ve patotip I’e dayaniklilikla ilgili
LG2+6 iizerinde iki QTL tespit edilmistir. Patotip I’e kars1 kantitatif direncin biiyiik
bir gogunlugu arl9 (veya ar21d) olarak adlandirilan bir gen ile agiklanabilecegini ifade
etmiglerdir. Ayrica; arl9 geninin A. rabiei'nin her iki prototipine kars1 direng igin,
LG4A'da patotip II’ye kars1 dayaniklilikla iligkili olan QTL ile birlikte olmas1 gerektigi

sonucuna varmiglardir.

Diizdemir ve Yanar (2007) Tokat (3 lokasyon) ve Amasya (1 lokasyon)’da 11°1
tescilli olmak iizere 15 nohut ¢esidinin Ascochyta yanikligina kars1 dayaniklilik ve
verim durumlarini incelemislerdir. Lokasyonlar arasinda dayaniklilik farkliligi oldugu
gozlemlenmis, lokasyonun birinde hastalik siddetinin yiiksek oldugu goriilen bir

cesidin diger lokasyonda hastalik siddetinin diisiik oldugu tespit edilmistir. Dort



lokasyonun hepsinde birden dayaniklilik 6zelligi gésteren bir ¢esit bulunamamis ancak
1-9 skalasina gore yapilan hastalik siddeti degerlendirmesi ile tane verimi dikkate
alimarak ortak bir degerlendirme yapilmis ve Er 99, Gokge, ve Akgin 91 tescilli

c¢esitlerinin Ascochyta yanikligina toleransli oldugu sonucuna ulagsmiglardir.

Tiirkkan ve Dolar (2009) tarafindan yapilan ¢alismada Tiirkiye’de farkli ekim
alanlarinda yetistirilmis nohut bitkilerinden 64 A. rabiei izolat1 elde edilmis ve bu
izolatlarin 7 nohut genotipi (ICC 1903, ILC 1929, F8, ILC 3279, ILC 482, ICC 3996
ve ILC 249) iizerine etkisi incelenmistir. Izolatlarin hem patotip ayrimi hemde 1rk
ayrimi1  gergeklestirilmis olup; tim izolatlar 6 1k ve 3 patotip igerisinde
siniflandirilmistir. Boylelikle tespit edilmis olan biitiin patotip ve 1rklarin Tiirkiye’deki
varlig1 teyit edilmistir. Bu izolatlarin 38’1 patotip I, 3’i patotip II ve 23’1 ise, patotip
IIT olarak belirlenmistir. Viriilensligi en yiiksek olan izolatlarin patotip 3 ve irk 5 ile
irk 6 grubuna dahil oldugu bildirilmistir. izolatlar icerisinde viriilensligi en yiiksek

bulunanlar Irk-5 ve Irk-6 ile patotip Il grubuna dahil oldugu anlagilmistir.

Imtiaz vd. (2011), Uluslararas1 Kurak Alanlarda Tarimsal Arastirma Merkezi
(International Center for Agricultural Research in the Dry Areas = ICARDA)
tarafindan elde edilen izolatlar ile yiiriittiikleri calismada Udupa vd. (2003)’nin
belirledigi 3 patatipe ek olarak populasyonlarda yeni ve oldukga viriilent bir patotipin
olustugunu belirleyerek patotip IV olarak isimlendirmislerdir. Patotiplerin ayriminda
ayirict set olarak 1LC 1929, ILC 482, ILC 3279 ve ICC 12004 genotipleri belirlemisler
ve patotip IV’lin tiim genotipleri olduk¢a siddetli derecede hastalandirdigini tespit
etmislerdir. Ayrica arastirmacilar patotip IV'i kontrol etmek i¢in yabani gen
havuzlarinin daha fazla arastirilmasina ek olarak, 1slah programlarina patotip [V’e ait

izolatlarinda eklenmesi gerekliliginden bahsetmislerdir.

Akalin vd. (2011) Menemen 92, Canitez 87, Gokg¢e nohut ¢esitleri ile 47 nohut
genotipini  Ascochyta yanikligina karst incelemislerdir. 2004-2005 yillarinda
gerceklestirilen calismalarda 2004 yilinda Ascochyta yanikligi gdzlemlenmemis,
ancak; 2005 yilinda yogun bir enfeksiyon gerceklesmistir. Hastalik reaksiyonlari
bakimindan ciddi farkliliklarin ortaya ¢iktig bildirilen calismada Gokce, Menemen 92
ve Canitez 87 tescilli nohut gesitlerinin ¢ok hassas oldugu tespit edilmis olup; Canitez
87 cesidinde %100 iiriin kayb1 meydana geldigi aktarilmistir. F95-51C, F98-228C,
F94-90C genotipleri basta olmak iizere toplamda 10 genotipin hastalik siddeti
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degerleri, 1-9 degerlendirme skalasinda, 1-2 arasinda degisen degerler alarak en
dayanikli grubu olusturmustur. 24 genotip 2-5,3 arasinda, 4 genotip 6-8.1 arasinda
degerler almis 7 genotip ve 3 c¢esit ise, 9 degeri alarak cok hassas olarak

degerlendirilmistir.

Atik vd. (2013) Basit Dizi Tekrarlar1 (Simple Sequence Repeats = SSR)
markorii ve mating type markorleri kullanarak Suriye’nin 9 sehrinden elde edilmis
olan 133 A. rabiei izolat1 arasindaki genetik farklilig1 incelemislerdir. Ayrica; 5 nohut
genotipi kullanarak farkli gruplari temsilen 56 izolati fenotipik olarak karakterize
etmislerdir. Olusan genetik farkliligin %87’si popiilasyonlar i¢i genetik farkliliktan
meydana gelmis iken %17’sinin ise popiilasyonlar arasi genetik farkliliktan
kaynaklandig1 anlasilmistir. Temel bilesen analizi (Principal Component Analysis)
sonucu, Aleppo, Idlib, Hama, Homs ve Hassakeh illerinden elde edilmis izolatlar1 ayni
grupta yer alirken; Daraa ve Tartous illerinden elde edilen izolatlar ayr1 bir grup
olusturmustur. Lattakia ve Suweida illerinden elde edilen izolatlar ise, diger ikisinden
oldukga uzak bir grup meydana getirmistir. Fenotipik incelemeleri gerceklestirilen 56
izolat ayirict stetteki genotiplerde olusturdugu farkli derecelerdeki hastalandirma
kabiliyetlerine gore dort patotipik grup igerisinde siniflandirilmis ve bunlar patotip |
(12 izolat), patotip Il (13 izolat), patotip 111 (5 izolat) ve patotip IV (26 izolat) olarak
isimlendirilmistir. Aragtirmacilar zamanla Suriye izolatlarinin agresiflik seviyelerinde
artig olduguna dair bulgular elde etmislerdir. Olusan ve daha agresif patotipler olarak
ortaya ¢ikan yeni izolatlarin islah ¢alismalarina dahil edilmesine yonelik tavsiyede

bulunmuslardir.

Hamwieh vd. (2013) uluslararas1 43 farklt nohut genotipinin kontrolli
kosullarda A. rabiei’ye kars1 dayaniklilik durumlarini belirlemislerdir. Calismalarinda
patotip I, II ve III’i kullanmiglardir. Ayrica; nohut genotiplerinin 14 mikrosatellite
markorii kullanarak karakterize edilmis ve dayaniklilikla ilgili QTL’ler ¢alisma
kapsaminda incelenmistir. Fenotipik degerlendirmeler sonucunda 27 genotipin patotip
I’e kars1, 14’{iniin patotip II’ye kars1 ve 5’inin ise, patotip III’e kars1 dayanikli oldugu
bulunmustur. Genetik ¢alismalarda markor basina 4.8 olmak iizere 14 mikrostallite
markdriine karsilik 67 allel cogaltilmistir. Bu lokuslarin analizleri sonucu genotipler 4
farkli grup (A, B, C ve D) altinda siniflandirilmigtir. Buna ragmen spesifik bir patotipe

dayanikli bireyler bir grup igerisinde ayrilmamistir.
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Sahin (2015) I¢ Anadolu Bélgesi’'nde nohut yetistiriciligi yapilan 10 ilden
topladig1 hastalikli nohut orneklerinde A. rabiei’nin hangi patotiplerinin yetistirme
alanlarinda bulundugunu ve meydana getirdigi hastalik siddetlerini aragtirmistir.
Hastalik siddetinin en yiiksek oldugu ilin Eskisehir ve en diisiik oldugu ilin ise Cankir1
oldugunu tespit etmistir. A. rabiei’nin patotiplerinin belirlenmesi i¢in 62 izolat
degerlendirilmis; bunlardan 17’sinin patotip I, 15’inin patotip III, 13’ tiniin patotip IV
ve 6’smin patotip II grubuna dahil oldugu bildirilmistir. Biitiin patotiplerin varliginin
tespit edildigi il Ankara olur iken tek bir patotipin (patotip I) tespit edildigi il ise
Kirikkale olmustur. Calismada patotip tanimlamasinin yanisira eslesme tipi varligi da

incelenmis, 6rnek toplanan 10 ilde de iki eslesme tipininde varlig1 tespit edilmistir.

2.3  Nohutta Ascochyta rabiei’ye karsti dayamkhhkla ilgili

gerceklestirilen molekiiler markor calismalar

Tekeoglu vd. (2000) tarafindan yapilan ¢aligmada, rekombinant dogal hat
(recombinant inbred line, RIL) popiilasyonlar1 kullanarak, nohuttaki Ascochyta
yanikligina kars1 direng kalitim1 belirlenmistir. Rekombinant dogal hatlar, 2 tiir i¢i (PI
359075 (1) x FLIP 84-92C (2), "Blanco Lechoso" x "Dwelley) ve 1 tiir dis1 [FLIP 84-
92C (3) x C. reticulatum Lad. (PI 599072)] ¢aprazlama olmak iizere 3 ¢aprazlamadan
elde edilmistir. Dayanikli ebeveynler (FLIP 84-92C ve Dwelley) ILC-72'den elde
edilen ortak bir direng kaynagina sahiptir. Ebeveynlerin ve rekombinant yerlesik
hatlarin hastalik reaksiyonlari, 1’den 9’a kadar bir 6l¢ek ve hastalik ilerleme egrisi
altindaki alan1 (The Area Under the Disease Progress Curve = AUDPC) kullanilarak
puanlanmistir. Rekombinant dogal hatlar arasindaki irk ayrimi, birkac degistiriciye
sahip Ui¢ resesif ve tamamlayici ana genin, Ascochyta yaniklig1 direnci sagladigini
gostermistir. Degistiricilerin varligr direng derecesini belirlerken ana genlerden bir

veya ikisinin yoklugu duyarlilik kazandirmaktadir.

Santra vd. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada, hastalia diren¢li olarak
FLIP84-92C (Cicer arietinum) ve hassas olarak Pl 599072 (Cicer reticulatum)
genotiplerini  kullanarak gergeklestirdikleri melezleme c¢alismalar1 sonucu 142
rekombinant dogal hat elde etmislerdir. Bu hatlar hastalik reaksiyon testleri ile

Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (Random Amplified Polymorphic DNA =
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RAPD) ve Basit Sekans Tekrarlar1 Arasi Polimorfizm (Inter Simple Sequence Repeats
= ISSR) DNA markor analizleri kullanilarak fenotipik ve genotipik olarak karakterize
edilmislerdir. Bu sonuglar kullanilarak hastalia dayamiklilikla ilgili iki kantitatif
karakter lokusu belirlenmistir. Iki RAPD primeri QTL 1 iliskili bulunurken; bir ISSR
primeri ise, QTL 2 ile iliskilendirilmistir.

Tekeoglu vd. (2002) de, 50 STMS markorii ve Dayaniklilik Geni Analog
(Resistant Gene-Analog = RGA) polimorfizm markoériinii C. arietinum x C.
reticulatum melezlemesinden elde edilmis F6 diizeyindeki 142 rekombinant dogal hat
ile entegre ederek incelenmistir. STMS markorleri 6nceden tespit edilen ve
dayaniklilik ile ilgili olan QTL 1 ve QTL 2 ile iliskili olduklar1 bulunmustur. Bes
STMS markorii (TA72s, TA2, TS54, TA146 ve GA2) LG 1V tizerindeki yerlesik QTL

2 de haritalanmistir.

Rakshit vd. (2003) dayanikli bir nohut hatt1 ve yakin bir akrabasi olan Cicer
reticulatum’un hassas bir genotip kullanilarak iiretilmis olan toplamda 94 rekombinant
dogal hat QTL 1'e yakindan iliskili bir markor tanimlamak i¢in incelemislerdir. 312
adet 10 bp’lik oligoniikleotidinden 3", ebeveynler ve nesilleri arasinda bes polimorfik
bant tiretmistir. Bunlardan ikisi, popiilasyona aktarilmis ve 4 no'lu baglant1 grubuyla
eslestirilmistir. Bu OPS06-1 ve OPS03-1 markoérler 5 tizerindeki the logarithm of the
odds ratio (LOD) skorlari ile Ascochyta yanikligina direng ile iliskili olan UBC733B
ve UBCI181A ile baglanmistir. OPS06-1, UBC733B [mesafe 4.1 centimorgan (cm)]
ve UBC181A (9.6 cm mesafesi) arasinda QTL ile eslenirken; OPS03-1, direng
lokusunun diger yan tarafindaki UBC733B markorinden 25.1 cm uzakta
haritalanmistir. Bu baglanti grubu iizerinde lokalize olan STMS markérleri,
popiilasyonlarda Ascochyta yanikligina direng ile iliskili dagilim gostermistir. Bu
STMS belirteclerin dayanikliligin ana kaynagi olan QTL 1 lokusu ile iliskili bulunmasi
farkl1 A. rabiei patotiplerine kars1 karmasik direncin aydinlatilmasina yardimci olacagi

varsayilmistir.

Udupa ve Baum (2003) nohut genotiplerin patotiplere karsi reaksiyonlarin
genetik kaynagini incelemiglerdir. Bu amagla patojenin patotip I ve II’sine dayanikli
oldugu bilinen ILC 3279 hatt1 kullanilmustir. Uriindeki patotip-spesifik dayanikliligin
kalittminin anlasilmasi i¢in bu dayanikli hatti hassas olan ILC 1272 hatti

melezlemislerdir. Elde edilen RIL’lerin dayaniklilik durumlari belirlenmis ve
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mikrosatellite markorlerle tiirler aras1 genetik haritalama gerceklestirilmistir. Mendel
kurallarina ve QTL analizleri ger¢eklestirerek LG2 iizerinde ar2a ve patotip II’e karsi;
dayaniklilikla ilgili LG4 iizerinde ise, ar2b olmak lizere bagimsiz-resesif lokuslari

tanimlamislardir.

Cingilli vd. (2005) 6nceki ¢alismalarda daha diisiik polimorfizme sahip oldugu
diisiiniilen microsatellite markorlerin farkli nohut popiilasyonlar1 arasindaki genetik
farkliligin1 incelemek amagla oldukga etkin olduklarini tespit etmislerdir. Calismada
materyal olarak Tiirkiye’de yaygin olarak bulunan tek ve ¢ok yillik 43 yabani genotip
ve 2 kiiltiir ¢esiti kullanilmistir. 10 farkli STMS (GA2, TA130, TA13, TA72, GAA47,
TA146, GA24, TS54, TA46 ve TS72) markori ile C. reticulatum, C. bijugum, C.
anatolicum, C. echinospermum, C. pinnatifidum ve C. arietinum tiirleri birbirleri ile
kiyaslanmistir. Amplifikasyonlarin incelenmesi sonucu STMS lokuslart i¢in, spesifik
markorler olarak kullanilabilecek sadece i STMS/tiir kombinasyonu basarili kabul
edilmistir (GAA47, TS54 ve TA72). Kiiltiire alinmis nohut ¢esitlerinin incelenmesi
maksadi ile iiretilmis olan markorlerin yabani nohut tiirlerinin genetik yapilarim

incelemek i¢inde kullanilabilecegi kanisina varilmistir.

A. rabiei'nin neden oldugu yaniklik hastaligina dayanikli olan Cicer arietinum
(ILC72) ile hassas Cicer reticulatum (Cr5-10) arasindaki spesifik bir melezlemeden
elde edilen rekombinant dogal hat (RIL) popiilasyonundaki bir baglant1 haritalamasi
RAPD, ISSR, STMS, izozim (Pdf6) ve c¢icek rengi (pembe/beyaz) markdrleri
kullanilarak elde edilmistir. Poplilasyondaki hastaliga dayamklilikla ilgili
varyasyonun %28'ini agiklayan bir QTL, baglant1 grubu 2'ye (LG2) yerlesik oldugu
tespit edilmistir. Bu baglant1 grubundaki bes RAPD markorii, (OPX04372, UBC881621,
OPAI09746, OPAIO0935, ve OPAC12700) dayaniklilikla 6nemli derecede iliskili olarak
bulunmustur. Diger ¢alismalarin aksine, 4. baglantt grubu (LG4) ile hastaliga
dayaniklilik arasinda bir iliski bulunamamistir. Bu nedenle arastiricilar bu ¢alismada
elde edilen Ascochyta yanikligina karst dayaniklilik QTL’nin diger belirli spesifik
melezlemelerde rapor edilen ve dayaniklilikla ilgili QTL'lerden farklidir oldugunu,
belki Fusarium oxysporum f.sp., ciceri wrklarina direng i¢in genlerin bulundugu
intraspesifik caprazlarda baglanti grubu 2'de bildirilen QTL ile ayn1 olabilecegini
bildirmislerdir (Cobos vd., 2006).
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A. rabiei'nin neden oldugu Ascochyta yanikligina kars1 direng ile iliskili iki
kantitatif 6zellik lokusu (QTLs) (QTLar1 Ve QTLarz), kabuli x desi nohutunun bir
caprazindan tiiretilmis bir rekombinant dogal hat popiilasyonunda tanimlanmustir.
Popiilasyon, tarla kosullarinda {iriin yetistirme mevsiminde degerlendirilmis ve
QTL'lerin iki farkli baglanti grubunda (LG4a ve LG4b) yer aldigi bulunmustur. LG4b,
RAPD markorleri ile doyurulmus ve dayaniklilikla iliski bu markérlerden dordi,
QTLAar2 ile ayrilmis sekanslarla karakterize edilen biiyiitiilmiis bolgeleri (Sequence
Characterized Amplified Region = SCAR) verecek sekilde sekanslanmistir. Bu QTL,
toplam fenotipik varyasyonun %21'ini agiklamistir. Bununla birlikte, LG4a'da bulunan
QTLAaRs, ikinci iiriin yetistirme sezonunda skorlandiginda, Ascochyta yanikligina kars1
kuvvet olarak toplam fenotipik varyasyonun yaklagik % 34'inii agiklamistir. Bu LG4a
bolgesi, ¢icek rengi lokusu (B/b), STMS GAA47, bir RAPD markérii ve bir SSR
olmak iizere sadece birka¢ markorii icermekte ve onceden bildirilmis bir QTL'e
tekabiil etmektedir. QTLar2’ye etiketlenen dort SCAR'dan SCY 17590 kodominant,
diger iicli ise dominanttir. Tiim SCAR'lar 1:1 (var:yok) oraninda; puanlama ise, kendi
RAPD markoérleri ile birlikte ayristirilmistir. LG4b tizerindeki QTLar2, dokuz markor
kiimesi (ii¢ SCAR, iki STMS ve dort RAPD) ile 0.8 cM genetik mesafesini kapsayan
yiiksek oranda doymus bir genomik boélgede haritalanmistir. Dort SCAR'dan ikisi,
diger tiirlerde hastalik direnci ile ilgili genler veya proteinlerle dnemli bir uyusma
gostermis ve bunlardan biri (SCK13e603), QTLar2'ye bagl yiiksek oranda doymus
bolgeye yerlestirilmistir. LG4b'de bulunan STMS TA72 ve TA146, dnceki haritalarda
yaniklik direnci i¢in QTL’in tanimlandig1 yerler olup; bu yerler hem tiir dis1 hem de
tiir ici ¢aprazlamalarla bolgesel hale getirilmistir. Bu bulgular, QTLarz i¢in molekiiler
melezleme kesinligini artirabilir, ¢iinkii bu artis ile herhangi bir popiilasyonda
miimkiin oldugunca fazla polimorfizm se¢imine izin verilecek ve nohutta Ascochyta
yaniklik direncinde, yeni bir diren¢li gen bulmak i¢in baslangi¢ noktasi olabilecegi

ortaya konulmustur (lruela vd., 2006).

ICCV96029 ve CDC Frontier nohut genotiplerinin melezlenmesi sonucu elde
edilen F1 ve F2 bitkilerinin kontrollii kosullarda Ascochytta yanikligina kars
reaksiyon sonuglart incelendiginde, dayanikliligin dominant karaktere sahip oldugu
tespit edilmistir. Ascochyta yanikliligi ile her bir linkage grupta birer QTL olmak tizere
3 lokus tespit edilmis olup, bunlarin LG3, LG4 ve LG6 i¢in tahmin edilen iliski diizeyi
sirastyla %13, %29 ve %12 olarak hesaplanmistir. Dayaniklilik ile ilgili fenotipik
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farkliligin kotroliinde bu ii¢ lokus toplam olarak %56 bir etkinlige sahiptir. Ayrica
calismada LG4 ve LG6 lizerindeki QTL’lerin 6nceki bir ¢ok ¢alismada da hastalikla
ilgili olarak tespit edilmis olmasina ragmen LG3 {izerindeki QTL in sadece ¢alisma

populasyonunda tespit edildigi sonucuna ulagilmistir (Tar’an vd., 2007).

Dort farkli orta derecede direngli CDC Frontier, CDC Luna, CDC Corinne ve
Amit cesitlerin her biri olduk¢a duyarli bir genotip olan ICCV 96029 ile
melezlenmistir. Ebeveynler, F1 ve F2 nesillerin Ascochyta yanikligina karsi
reaksiyonlar1 kontrollii kosullar altinda degerlendirilmistir. Toplam 144 SSR markorii
ilk olarak CDC Frontier X ICCV 96029 popiilasyonu icin sekiz baglant1 grubuyla
eslestirilmistir. Daha sonra bu popiilasyondan elde edilen kanitlara dayanarak 76, 61
ve 42 SSR markorleri, sirastyla CDC Luna, CDC Corinne ve Amit popiilasyonlari igin
secilmis ve haritalama i¢in kullanilmistir. Ascochyta yanikligina derecesinin F2
nesillerindeki frekans dagilimlari dort popiilasyon arasinda degisiklik gostermistir.
Haritalamalarin bilesik analizlerinde LG2, 3, 4, 6 ve 8’de olmak iizere, her biri
dayaninliliktan sorumlu olan bes farkli QTL (QTL 1-5) tespit edilmistir. CDC Frontier,
ayn1 anda fenotipik varyasyonlarin %56'sin1 olugturan QTL 2, 3 ve 4'ii icermekte iken
CDC Luna, QTL 1 ve 3" igermektedir. CDC Corinne, QTL 3 ve 5'i ihtiva ederken,
Amit'te ise sadece QTL 2 tamimlanmistir. Calisma sonuglar1 bu QTL'lerin hastaliga

direnci arttirmak i¢in tek bir genotipte kombine edilebilecegini gostermistir (Anbessa
vd., 2009).

Nohut rekombinant dogal hat popiilasyonlarindaki Ascochyta yanikligina
direnci ile baglantili olan ve bir SCAR markorii olan SCK13603, genomdaki
dayaniklilig1 izlemek i¢in kullanildigi markoér uzunluklar: 530 ila 2.871 bp arasinda
degisen bes bant {iretmistir. Uriinlerin sekansi sonucu ii¢ a¢ik okuma gercevesi (Open
Reading Frame = ORF) tanimlanmigtir. ORF1 ve ORF2'nin varsayilan proteinleri
retrotranspozon proteinleri ile yiikksek homolojisi ve genellikle retrotranspozon
proteinlerinde bulunan korunan alanlarin varligina sahip oldugu anlasilmis olup
SCK13e03 markorii retrotranspozon varsayilan bolgeye baglandigi kanisina varilmistir

(Iruela vd., 2009).

Ascochyta yanikligina dayanikli bir genotip olan ICCV 04516 ve hastaliga
hassas duyarli ICC 4991 (Pb 7) arasindaki bir melezlemeden tiiretilen F2 popiilasyonu

kullanilarak bir baglant1 haritasi c¢aligmasi gerceklestirilmistir. Sonug harita 10
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baglant1 grubunu kapsayan 82 SSR markorii ve 2 eksprese edilmis sekans etiketi
(Expressed Sequence Tag = EST) markorii igermekte olup; 8.6 cm basina ortalama 1
markdér yogunlugu ile 724.4 cm mesafesini kapsamistir. Fide ve yetiskin bitki
reaksiyonuna dayanarak bir Hindistan A. rabiei izolatina dayaniklikla ilgili bulunan {i¢
kantitatif 6zellik lokusu (QTL'ler) tanimlanmistir. QTL 1, TR58 markoriine baglh LG3
ile eslestirildi ve yetiskin bitki asamasinda dayaniklilik i¢in fenotipik varyansin
%18.6'sim1 ifade etmekte iken; QTL 2 ve QTL 3'lin her ikisi de dort SSR
isaretleyicisine yakin LG4 ile eslestirilmis ve fide asamasinda dayanikliliktaki toplam
fenotipik varyansin, sirastyla, %7.7 ve %9.3"inii olusturmustur. QTL 2'ye bagl olan
TA146 ve TR20 isaretleyicilerinin, fide asamasinda dayaniklilik ile énemli 6l¢iide
iliskili oldugu gosterilmistir (Kottopalli vd., 2009).

Atasagun (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, Konya’da 9 ilgeden nohut
tiretimi yapilan alanlardan rastgele segimle Orneklemeler yapilarak A. rabiei’nin
buralardaki durumu incelenmistir. Il genelinde A. rabiei ile bulasik nohut tarlasi oran
%61.94 olarak tespit edilmistir. Hastalik ¢ikis1 ve siddetinin de incelendigi calismada
10 nohut ¢esidi [Canitez-87, Meksika, Ispanyol, Sar1 98, Uzunlu-99, Kiismen-99,
Akein-91, Er-99, Gokee, Yerel (kara nohut)] incelenmis ve hastalik siddeti en az olan
nohut cesidinin kara nohut (% 25.10) oldugu bildirilmistir. Ikinci sirayr Gékee (%
36.40) alirken; ti¢iincii siray1 Er-99 (% 46.06) almistir. En yiiksek hastalik siddeti ise,
% 82.4 ile Canitez-87 ¢esidinde gozlemlenmistir.

Madrid vd. (2013), A. rabiei’ye dayaniklilikla iligkili olan QTL 1 (QTLary) ile
iligkili yeni bir ko-dominant markor olan ve allelik olorak polimorfik olan CaETR’1
gelistirerek bu markoriin dayaniklilikla iligkisini ortaya koymuslardir. Bu markor
fenotipik olarak dayanikli ve hassas bireyleri ayirmakla birlikte dayniklilik
heterozigotluk durumunuda ortaya koymaktadir. CaETR markoriinlin bir diger
dayaniklilikla iliskili QTLar2 ye bagli olan ko-dominant SCAR markdrii ile
(SCY17590) kombinasyonu hatlar ve gesitlerin bulundugu grup icerisinde dayanikli
bireyleri belirlemede %90 dogrulukla basarili olmustur. PCR temelli ko-dominant
markdrlerin kullanimi 1slah c¢alismalarinda dayanikli genotiplerin ayrimina olanak

saglayan etkili bir arag olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Tunus nohut 1slah programi biinyesinde elde edilen ileri 1slah hatlar1 ve 23

nohut ¢esidi Ascochyta yaniklifina karsi reaksiyonlari iki lokasyonda kontrollii

17



kosullarda incelenmistir. Bu c¢alismada kapsaminda ayrica her ikisi de hastaliga
direncle iligkili iki kodominant markoér kullanilmistir. QTLar: ile yiiksek iligkili
CaETR markérii ve QTLar2'ye bagli SCAR SCY 17590 markorlerinin birlikte direngli
ve duyarli nohut genotipleri arasinda ayrim yapilmasinda faydaliligi incelenmistir. Bu
iki markor, Ascochyta yanikligina karsi dayanikliligi saglamak i¢in daha iyi alel
kombinasyonlari igeren yeni nohut ¢esitlerinin se¢iminde etkili bir sekilde katkida
bulunmaktadir. ileri seviye hat olan ve tarla kosullarinda hastaliga orta dayanikli-
dayanikli bulunan V10, CaETR ile dayaniklilik alleli tespit edilmisken SCAR 17590 igin
heterozigot bir karakter ortaya koymustur. Bu markdrlerin kullanimi nohut 1slah

programlarina fayda saglayacagi rapor edilmistir (Bouhadida vd., 2015).

Nohut 1slah programlarinda hangi markdriin ne diizeyde kullanildigi
belirsizligini korumaktadir. Bununla birlikte markorlerin etkinligini ortaya koymak
adina Castro vd. (2015) gerceklestirdikleri ¢aligmada fenotipik ve markor destekli
seleksiyon yontemlerinin etkinligini karsilastirarak, yanikliga direngli genotiplerin
se¢imi i¢in kullanilabilirliklerini aragtirmiglardir. Fenotipik degerlendirme sonuglart,
kullanilan materyaller ic¢in hastaliga direncin resesif olabilecegini gostermistir.
Bununla birlikte, dordiincii baglanti grubunda (LG4) tespit edilen duyarli ebeveyne
kars1 yliksek carpik ayrigsma, ayrica direng fenotip dagilimini da agiklayabilecegini
ifade etmistir. F2:4 ve F2:5 kusaklarinda fenotipik se¢imin, CaETR ve GAA47
markorlerinin hastaliga direng ile baglantili allellerinin sikliginda bir artisa neden
oldugu ve bu markdrlerin MAS i¢in yararli oldugunu gostermistir. TA72 ve SCY 17
markdrleri, her ne kadar MAS i¢in de faydali goriilse de, bu markdrlerin bulundugu
bolgedeki hassas ebeveyne yonelik yiiksek sapma oranlari, bu markdrlerin
etkinliklerini olduk¢a diislirmektedir. Fenotipik se¢cim ve MAS''m maliyetlerinin
hesaplandig1 calismada {i¢ se¢im dongiisii sirasinda Ascochyta yanikligia karsi
direncin incelenmesinde MAS'In fenotipik se¢imden daha pahali oldugu tespit
edilmistir. Bununla birlikte, markorlerin kullanilmasi direngli hatlarin se¢imi igin
harcanan zamani azaltmistir. Bu calismada analiz edilen markorler, nohut 1slah
programlarinda yanikliga karsi tolerantli genotipleri segmek, farkli patotiplerle iliskili
genlerin veya kantitatif 6zellik lokuslarinin se¢ilmesine yardimci olmak i¢in kullanigh
bulunmustur. MAS'm analiz edilen dort QTL igin erken nesil nohut yetistirme

programlarinda kullanilmasi 6nerilmektedir.
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Toplam 46 nohut hattinin 9 STMS markoérii yardimi ile genetik varyasyonun
incelendigi ¢alismada TA72 markorii en az polimorfizm saglamisken TA8 esit
miktarda dagilmis cesitli aleller ile oldukg¢a yiliksek polimorfizm saglamistir. TAS
markoérii maksimum ayirma giicline sahip oldugundan farkli nohut c¢esit ve
genotiplerin fenotipik farkliliklar ile iliskindirmede yararli olacag: ifade edilmistir
(Paliwal, 2016).

Aydin vd. (2016) 2015-2016 yillarinda yapmis olduklar1 ¢alismada,
Diyarbakir’da 17 tescilli (Aziziye, Gokge, Diyar 95, Ak¢in 91, Cakir, Canitez, Damla,
Cagatay, Uzunlu, Arda, Cevdet bey, Zuhal, ILC 482, Isik 05, Sar1 98, Azkan, Yasa 05)
ve 1 kdy ¢esidi olmak iizere 18 nohut ¢esidi, Siirt’de 13 tescilli (Cakir, Ziibeyir, Yasar
05, Inci, Hasan bey, Segkin, ILC 482, Azkan, Gokce, Ak¢in, Hisar, Arda, Isik 05) ve
1 kOy ¢esidi olmak tizere 14 nohut ¢esidi, Mardin’de ise, 2 tescilli (Arda ve Azkan)
nohut ¢esidini kullanarak A. rabiei’ye kars1 bu ¢esitlerin tarla kosullarinda dayaniklilik
durumlarini arastirmiglardir. Arastirma sonucunda Ascochyta yanikligina dayaniklilik
acisindan Onemli bir istatistiki farkin oldugu tespit edilmis ancak c¢ok dayanikli-
dayanikli kategorisine giren nohut ¢esidi bulunamamustir. Diyar-95, Arda ve Azkan
orta derecede dayanikli ¢esitler olarak belirlenmis, biitiin lokasyonlardaki denemeler
dikkate alindiginda ise, Arda ve Azkan nohut ¢esitlerinin en tolerant ¢esitler oldugu

tespit edilmistir.

Tabanli (2016) ISSR, RAPD ve STMS markoérlerini kullanarak 34 tescilli
nohut cesidinin Ascochyta yanikligina kars1 dayaniklilik-hassaslik durumunu
molekiiler olarak incelemistir. ISSR ve RAPD yonteminde kullanilan primerler
hastalig1 ayirt edememis veya giivenilir sonuglar verememistir. STMS yonteminde ise
kullanilan TA2, TA146 ve TS54 dayamiklilik tespitinde kayda de§er sonuglar
vermistir. Ozellikle TA146’dan elde edilen sonuglarin nohutlarin tescil
zamanlarindaki hastalifa dayaniklilikla ytliksek oranda benzerlik gostermesi umut
vadeden bir sonu¢ olarak degerlendirilmistir. Nohut cesitlerinin, TA2 ile yapilan
analizlerde 17’si dayanikli, 17’s1 hassas, TS54 ile yapilan analizlerde 26’s1 dayanikli
8’1 hassas, TA146 ile yapilan analizlerde ise 23’1 dayanikli 11’1 hassas olarak
bulunmustur. Isik-05, Hasanbey, Ak¢in-91, Azkan, Izmir-92, Aydin, Aksu, Yasa-05,
Menemen-92 ve Inci tescilli nohut gesitleri 3 STMS markériiylede dayanikli olarak

tespit edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1 Test bitkilerinin temini

Calismalarda iilkemizde yaygin olarak yetistirilen 29 tescilli ¢esit ve
virulenslik ¢alismalarinda en ¢ok kullanilan uluslararasi ayirict setlerden 18 nohut
genotipi olmak iizere 47 nohut g¢esit/genotipi kullanilmistir (Cizelge 3.1-3.2). Yerli
cesitler Tohumluk Tescil Sertifikasyon Merkezi’nden, uluslararasi ayirict set gesitleri
Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi Tarimsal Arastirma Servisi (USDA-
ARS)’nden temin edilmistir. Denemelerde kullanilan 6rnek nohut tohumlari, Sekil

3.1°de verilmistir.

“lec 3996
(20

Inventory: Pl 675522 201 5l SD

FLIP 9492

A

Inventory: Pl 614731 2010'\

Accession: Pl 675522 :
i ieti ; \ Accession: Pl 614731
i / \ Cicer arietinum
differential)
ICC 3996 ( n \ 31

. FLIP84-92C

, o
s

Sekil 3.1. Denemelerde kullanilan desi tipi (sagdaki) ve kabuli tipi (soldaki)
nohut tohumlarindan 6rnekler
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Cizelge 3.1. Denemelerde kullanilan tescilli nohut ¢esitleri

No Cesit Ad1 Tescil Ettiren Kurulus

1. ARAS Olgunlar Tur. Tar. Enerji Urt. Tic. Paz. Ltd. Sti/2018

2.  GOKSU Olgunlar Tur. Tar. Enerji Urt. Tic. Paz. Ltd. Sti/2019

3. HASANBEY Dogu Akdeniz Tarimsal Ars. Ens. Miid./2011

4. HISAR Gegit Kusagi Tarimsal Ars. Ens. Miid./2008

5. CAKIR Gegit Kusagi Tarimsal Ars. Ens. Miid./2012

6. UZUNLU 99 Tarla Bitkileri Merkez Ars. Ens. Miid./1999

7. GULUMSER Karadeniz Tarimsal Ars. Ens. Miid./2001

8. OMPAR3 Akdeniz Universitesi Ziraat Fak./TDO Deneme Siireci
9. AKSU Dogu Akdeniz Gegit Kusagi Tar. Ars. Ens. Miid./2009
10. SECKIN Dogu Akdeniz Tarimsal Ars. Ens. Miid./2011

11. DIYAR 95 GAP Uluslararas: Tar. Ars. ve Egitim Merk. Miid./1995
12. ILGAZ Mersin Ticaret Borsasi Toh. Ars. San. ve Tic. A.S./2012
13. ARDA GAP Uluslararasi Tar. Ars. ve Egitim Merk. Miid./2013
14. ZUHAL Karadeniz Tarimsal Ars. Ens. Miid./2012

15. AKCA Gegit Kusagi Tarimsal Ars. Ens. Miid./2013

16. INCI Dogu Akdeniz Tarimsal Ars. Ens. Miid./2003

17. YASA-05 Gegit Kusagi Tarimsal Ars. Ens. Miid./2005

18. AZKAN Gegit Kusag1 Tarimsal Ars. Ens. Miid./2009

19. CANITEZ-87 Gegit Kusagi Tarimsal Ars. Ens. Miid./1987

20. AKCIN-91 Tarla Bitkileri Merkez Ars. Ens. Miid./1991

21. GOKCE Tarla Bitkileri Merkez Ars. Ens. Miid./1997

22. ISIK-05 Gegit Kusag1 Tarimsal Ars. Ens. Miid./2005

23. CAGATAY Karadeniz Tarimsal Ars. Ens. Miid./2012

24. 1LC-482 GAP Uluslararasi Tar. Ars. ve Egitim Merk. Miid./1991
25. SARI 98 Ege Tarimsal Ars. Ens. Miid./1998

26. YAZICI Dogu Anadolu Tarimsal Ars. Ens. Miid./2014

27. AGSAKALLI  Dogu Anadolu Tarimsal Ars. Ens. Miid./2014

28. SEZENBEY Karadeniz Tarimsal Ars. Ens. Miid./2012

29. TAEK-SAGEL Ankomer Toh. ve Zir. San. ve Tic. Ltd. Sti/2006
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Cizelge 3.2. Denemelerde kullanilan uluslararasi ayirici set ¢esit/genotipleri

No Genotip Ad1 No Genotip Adi

1. W6 2909/ILC 1272 11. W6 22575/ILC 72

2.  P1675522/1CC 3996 12. PI1559361/ICC 4475

3. P1614731/FLIP 84-92C 13. W6 22587/1LC 1903

4.  P1598079/DWELLEY 14. W6 22582/1LC 482

5. P1559363/ICC 12004 15. W6 22579/1LC 200

6. PI564775/1LC 195 16. W6 22591/1LC 4935

7. PI1359075/RPIP 12-069-00103 17. P1451270/RPIP 12-071-03976
8. W6 22585/ICC 3279 18. PI1315816/ILC 247

9. W6 22584/ILC 1929

-
o

W6 22581/ILC 249

3.1.2 Ascochyta rabiei izolatlarimin temini

Calismalarda kullanilan Ascochyta rabiei patotipleri (patotip I, patotip II,
patotip 111 ve patotip 1V) Prof. Dr. Canan CAN (Gaziantep Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Anabilim Dali)’dan temin edilmistir.

3.1.3 Izolatlarin gelistirilmesinde kullanilan besi ortamlar

A. rabiei izolatlarinin gelistirilmesi i¢in Mathur’un besiyeri ve Nohut-Unu—
Dekstroz—Agar (CSMDA: Chickpea Seed Meal Dekstroz Agar) kullanilmistir.

Kullanilan ortamlarin igerikleri, Cizelge 3.3’te verilmistir.

3.1.4 DNA izolasyonlarinda kullanilan fresh buffer

DNA izolasyonlarinda kullanilan fresh bufferin icerigi, Cizelge 3.4’te

verilmistir.
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Cizelge 3.3. Kullanilan besiyerleri ve igerikleri

Nohut-Unu—Dekstroz—Agar (CSMDA.:

) : 1
Mathur’un Besi Ortam Chickpea Seed Meal Dekstroz Agar)?

8 g dektroz 20 g dekstroz
16 g agar 20 g agar

2.7 g KH2PO4 40 g nohut unu
2.5 g MgSO4-7H20 1 L destile su

2.4 g neopeptone
2 g yeast ekstrakt
1 L destile su

! Balardin vd.(1997)
2Khan vd. (1999), Bayraktar vd. (2007)

Cizelge 3.4. DNA izolasyonlarinda kullanilan fresh buffer icerigi

Fresh Buffer! 50 mL

Tris-HCI pH/8.0 6.25 mL

5 M NaCl 8.33mL

CTAB (Setrimonyum bromiir) 04249

Sarkosyl 042¢

PVP40 (Polivinilpirolidon) 1.00¢

Sodyum disiilfit 0.25¢g

EDTA pH/8.0 2.29 mL

Sorbitol 1.33¢

Steril bi-destile saf su Toplam hacim 50 mL olana kadar

IDArT DNA ekstraksiyon protokolii

3.2 Yontem

3.2.1 Nohut bitkilerinin yetistirilmesi

Temin edilen tohumlar oOncelikle yiizey dezenfeksiyonu amaciyla %1°lik
NaOCl’de 2 dakika bekletilmis ve ardinda 3 seri steril saf su ile durulanmistir (Sekil
3.2).
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Sekil 3.2. Nohut tohumlarina ylizey sterilizasyonu uygulamasi.

Sonrasinda steril petri kaplarina aktarilmis ve on ¢imlendirme amaciyla
tizerlerine 20 mL steril saf su eklenerek inkubatorde 72 saat 18+1°C’de bekletilmistir.
Ekim i¢in hazir hale gelen tohumlar, torf:perlit (3:1) karisimi i¢eren 5 no.lu (16 cm
capinda) saksilara her birine 10 tohum olacak sekilde, 3 tekerriirlii olarak ekilmistir.
Ekim isleminden sonra saksilara can suyu verilerek 12 saat aydinlik (Isik intensitesi
260 umole sec’t m?) 12 saat karanlik ortamda, 18+1 °C’de nohutlarmn ¢ikis1 igin 1
hafta siireyle bekletilmistir. Bir hafta sonunda her bir saksida 5 adet bitki kalacak

sekilde seyreltme islemi gergeklestirilmis ve daha sonra oda sicakligi 22 °C’ye
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cikarilarak 1 hafta daha gelisim silirecine devam edilmistir. Nohut tohumu ekim

asamalar1 Sekil 3.3’te verilmistir.

Sekil 3.3. Nohut tohumlarimin ekim agamalari.

3.2.2 Ascochyta rabiei izolatlarimin gelistirilmesi

A. rabiei izolatlarmmn gelisimi igin, icerikleri “3.1.3 izolatlarm
gelistirilmesinde kullamlan besi ortamlar1” bdliimiinde belirtilen Mathur’un

besiyeri ve CSMDA olmak iizere 2 farkli ortam kullanilmuistir.

Hazirlanan Mathur’un besiyerine ve CSDMA’ya A. rabiei patotip I, patotip Il,
patotip 111 ve patotip IV izolatlarinin asilanmasi yapilmis ve 22+1 °C’ye ayarlanmis
olan iklim odasina konarak, 12 saat aydmlik 12 saat karanlik kosullarda iki hafta

siireyle izolatlarin gelisimi saglanmistir. izolatlarin spor miktarini arttirmak amaciyla,
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asilama islemi tek nokta agilamanin yani sira yayma yontemiyle de gergeklestirilmistir.
A. rabiei’nin farkli ortamlarda ve farkli ekilis yontemlerindeki gelisimi, Sekil 3.4’te

verilmistir.

Normal Ekim/Mathur  Normal Ekim/CSMDA  Yayma Ekim/Mathur

patotip

II

III

Sekil 3.4. Ascochyta rabiei nin farkli ortamlarda ve farkli ekilis yontemlerinde
gelisimi.
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3.2.3 Ascochyta rabiei izolatlarindan spor siispansiyonu hazirlanmasi

Geligtirilen A. rabiei izolatlarinin bulundugu petrilere bir miktar steril saf su
ilave edilmis, daha sonra steril bistiiri ile petriden kazima islemi yapilmustir.
Petrilerdeki bu siispansiyon steril filtre kagidindan gecirilmis, daha sonra iizerine steril
saf su eklenerek mikroskopta hemositometre ile spor sayimi yapilmistir. Spor miktari

2x10° spor/mL olacak sekilde ayarlama yapilmustir.

3.2.4 Klasik patojenisite testleri

Hazirlanan spor siispansiyonlarinin, patojenisite testleri i¢in yetistirilen nohut
bitkilerine inokiile edilmesi amaciyla mekanik 1 litrelik ilaglama pompalar
kullanilmustir. {laglama pompalar1 6nce %35°lik NaOCl ¢ézeltisinde bekletilmis, daha
sonra steril saf su ile yikanmis ve steril hale getirilmistir. Hazirlanan spor
siispansiyonlar1 her bir patotip farkli bir ilaglama pompasina konarak inokiilasyon

islemine gecilmistir.

Spor siispansiyonlari, her bir patotip icin 47 cesit ve 3 tekerriir seklinde
yetistirilen nohutlara, tiim yapraklar ve govde islanacak sekilde piiskiirtiilmiistiir.
Inokiilasyondan sonra saksilar iklim odasinda patotiplere gore ayr1 raflara
yerlestirilmistir. Nem oranim1 %100’e ¢ikarmak amaciyla, saksilarin etrafi sera
posetiyle kapatilmigtir. Sera posetleri 48 saatin sonunda agilmustir. Bitkiler iklim
odasinda ilk 12 saat karanlik ortamda tutulmus daha sonra bitkiler, 12 saat aydinlik 12
saat karanlik periyoda alinarak, 14 giin 22+1 °C’de inkiibasyona birakilmistir. 14

giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda degerlendirme asamasina gegilmistir.

3.25 Markor destekli seleksiyon icin yetistirilen bitkilerden DNA

izolasyonu yapilmasi

Her bir ¢esitten 3’er tane tohum, “3.2.1 Nohut bitkilerinin yetistirilmesi”
boliimiinde belirtilen teknikler kullanilarak ekimi yapilmis ve 15. giiniin sonunda
nohut bitkilerinden alinan yapraklardan DNA izolasyonu islemi gerceklestirilmistir.

DNA izolasyonu iglemleri su sirayla gerceklestirilmistir:
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Hazirlanan fresh bufferdan 750 uL alinarak 2 mL’lik steril Eppendorf tiiplere
konulmustur. Her bir ¢esidin 6rnegi ayr1 Eppendorf tiiplere konulacak sekilde 48
Eppendorf tiip 1sitici1 bloga konularak, 65 °C’de 15 dakika boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Bu siire sonucunda tiiplerdeki 6rnek homojenizator yardimiyla izolasyon
tampon igerisinde homojen hale getirilmistir. Tekrardan kuru blok 1siticiya konulan 65
°C’de 1 saat inkiibe edilmis ve bu siiregte ornekler her 15 dakikada bir hafifce alt tist

edilerek karismasi saglanmustir.

Inkiibasyon sonucunda kuru blok 1siticidan alinan tiipler oda sicakligina kadar
sogutulmus 750 pL kloroform/izoamil alkol (24/1) konulmus ve 10 dakika boyunca
tiipler hafifce ters diiz edilerek karistirilmistir.

Tiipler 13000 x g’ de 30 dakika santrifiij edilmistir. Tiiplerde meydana gelen
faz ayriminda st kisimda biriken sivi baska bir Eppendorf tiipe aktarilarak, iizerine

600 pL soguk izopropanol eklenmistir.

Tiipler 13000 x g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden alinan tiiplerin
ist kismindaki sivi bosaltilarak dip kisminda kalan DNA pelleti 100 pL etil alkolle
yikanarak, ortam sicakliginda kurumaya birakilmistir. Kuruyan tiiplere 200 pL steril

bi-destile su ilave edilerek, —20 °C’ye kaldirilmistir.

Bir gece —20 °C’de bekletilen DNA orneklerinin konsantrasyonlari ve
kalitelerinin belirlenmesi icin, Ornekler —20 °C’den oda sicakligina ¢ikarilmas,
coziinmeleri beklendikten sonra spektrofotometrede (DeNovix DS—11 FX) 6l¢timleri

yapilmistir.

3.2.6 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR = Polymerase Chain Reaction)

Elde edilen DNA 6rneklerinin Cizelge 3.5°te 6zellikleri verilen SCAR, Allel
spesifik ve STMS primerleri ile PCR iglemleri su siraya gore gerceklestirilmistir:
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Cizelge 3.5. Primerlara ait bazi bilgiler

Ozellikleri

Primer Markor Primer Dizisi (5'-3") Boyut (bp)

Tipi Forward Reverse F R

SCAE19 GACAGTCCCTCCATTATCTAAAC GACAGTCCCTATGTGTGAGAAT 23 | 22
SCY17 SCAR GACGTGGTGACTATCTAGC GACGTGGTGAAATAGATACC 19 | 20
SCK13 GGTTGTACCCCATCCTCCCG GGTTGTACCCTTGTGCCACTA 20 | 21
CaETR Fw-Rev 1 CAGGAAGTTCAATGGCCCTA TAAGTTGTGACAAAAGACTCAATCG 20 | 25
CaETR Fw-Rev 1- AII.eI. TAAGTTGTGACAAAAGACTCAATCG* 25
Rev2 spesifik CAGGAAGTTCAATGGCCCTA TGTGGCACAGTGGACCCCATCT** 20 22
GAA47 CACTCCTCATGCCAACTCCT AAAATGGAATAGTCGTATGGGG 20 | 22
TAL46 STMS CTAAGTTTAATATGTTAGTCCTTAAATTAT ACGAACGCAACATTAATTTTATATT 30 25

* CaETR Reverse 1
** CaETR Reverse 2
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Her bir primer igin Cizelge 3.6’da verilen miktarlarda DNA, primer
(forward+reverse), Tag DNA polymerase (DreamTaq, Fermentas), 10X Taq buffer,
dNTPs i¢eren toplam toplam hacimi 15 pL’ye tamamlayacak sekilde steril ultra saf su

eklenerek karisim tamamlanmustir.

Cizelge 3.6. PCR’a konulacak mix malzemeleri ve miktarlar

Mix miktarlar1 (nL)*
. Primer Taq DNA .
Primer ) DNA dNTPs 10X Steril
(Fw+Rev) Polimeraz
] (20ng) | (2 umol) | Buffer Su
(10 pmol) (0,5 Unite/ ul)
SCAE19 1,5+1,5 0,2 1,6 2 2 6,2
SCY17 1,5+1,5 0,2 1,6 2 2 6,2
SCK13 1,5+1,5 0,2 1,6 2 2 6,2
CaETR Fw- 1+1 0,3 2 1 1,5 8,2
Rev 1
CaETR Fw- 1+1 0,3 2 1 1,5 8,2
Rev 1-Rev2
GAA47 2+2 0,25 15 1,5 2 5,75
TA146 1,2+1,2 0,3 2,5 2 1,75 6,05

* Toplam mix miktarlar1 15 pl’dir.

Hazirlanan karigimi igeren 0,2 mL’lik tiipler bir T100 thermal cycler (Bio-Rad,
CA, ABD) cihazina aktarilmig ve kullanilan primere gére amplifikasyon kosullarinin
verildigi Cizelge 3.7°deki sicaklik ve siirelerde PCR protokolii girilerek cihaz
calistirilmistir. Islem sonucunda DNA  6rneklerinin ilgili kisimlar1 g¢ogaltildig
varsayllarak, amplifikasyon {Uriinlerinin goriilebilir hale gelmesi i¢in agaroz jel

elektroforez agsamasina gegilmistir.

30



Cizelge 3.7. Calismamizda kullanilan primerlerin amplifikasyon kosullar

Amplifikasyon kesullar:
Primer Dongii
95 °C 95 °C 48-62 °C 60-72 °C 72 °C
sayisl1
SCAE19 3 dk. 20sn. | 50 °C, 30 sn. | 60 °C, 50 sn. 35 5 dk.
SCY17 3dk. 20sn. | 48 °C, 30sn. | 60 °C, 50 sn. 35 5 dk.
SCK13 15dk.* | 40sn. | 44 °C,50sn. | 72 °C, 50 sn. 35 5 dk.
CaETR Fw-
3 dk. 1dk. | 62°C,30sn. | 72 °C, 20 sn. 35 5 dk.
Rev 1
CaETR Fw-
3dk. 1dk. | 62°C,30sn. | 72°C, 50 sn. 35 5 dk.
Rev 1-Rev 2
55 °C, 50 sn.
GAA47 3 dk. 40 sn. (-0,3°C 72 °C, 50 sn. 35 5 dk.
touchdown)
TA146 15dk.* | 40sn. | 52°C,50sn. | 72 °C, 50 sn. 35 5 dk.

* Hot Start Taq kullanilmistir.

3.2.7 Agaroz Jel Elektroforez

Bir erlene Cizelge 3.8°de verilen miktarlarda agaroz ve 1X TAE konularak
calkalanmis ve %?2’lik agaroz tam olarak ¢oziinene kadar 1-3 dakika arasinda
mikrodalga firinda isitilmistir. Mikrodalga firindan aliman karigimin  ortam
sicakliginda 55-60 °C’ye kadar sogumasi beklenmistir. Ideal sicakliga gelen karisim
su terazisi ile dengesi saglanmis jel tankina dokiilmiistiir. Ornek sayisina gore ihtiyag
duyulan tarak da jel tankina sabitlendikten sonra jelin sogumasi ve katilagsmasi
beklenmistir. Katilasan jelden tarak g¢ikarilmis ve jel, icerisinde 1X TAE tampon

¢Ozeltisi bulunan elektroforez tankina aktarilmistir.

Cizelge 3.8. Agaroz jel
Malzemeler Miktar
Toz Agaroz 249
1X TAE* 120 mL

*50X TAE’den seyreltilerek hazirlanmigtir.
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Ik siradaki kuyucuga gen ruler (Thermo Scientific GeneRuler 100 bp DNA
Ladder) diger kuyucuklara ise boya ilave edilmis PCR iirlinleri yiliklenmistir.
Elektroforez tanki gii¢ kaynagina baglanarak PCR iiriinleri 120 V’da 90 dakika

kosturulmustur.

3.2.8 Jellerin goriintiilenmesi

Agaroz jel elektroforezi agsamasi tamamlandiktan sonra elde edilen bantlarin
goriiniir hale getirilebilmesi i¢in jel etidyum bromiir soliisyonuna birakilmis ve 20-30

dakika bu soliisyonda bekletilmistir.

Jel soliisyondan alinip UV transillimiinatore konularak 400 nm dalga boyunda
goriiniir hale gelen DNA bantlar1 fotograflanmistir (Sekil 3.5). Elde edilen bantlarin
kag¢ bp’de oldugu dikkate alinarak analizleri yapilmistir.

b.g
B NN

Sekil 3.5. Bantlarin goriiniir hale getirilmesi ve goriintiilenmesi.
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3.2.9 Genotipik karakterizasyon degerlendirmesi

Genotipik karekterizasyon i¢in yapilan PCR calismalar1 sonucu elde edilen
elektroforez jel goriintiilerinde bantlarin istenen base pair seviyesinde varligi kontrol
edilerek skorlama tablolar1 olusturulmustur. Olusan bu bant profillerinden elde edilen
skorlama tablolar1 kullanilarak genetik karekteriszasyon i¢in degerlendirme islemi

yapilmustir.

3.2.10 Fenotipik karakterizasyon degerlendirmesi

Yapilan klasik reaksiyon testleri (patojenisite) sonuglarinin degerlendirilmesi
icin Reddy ve Singh (1984) tarafindan gelistirilmis ve Chen vd. (2004) tarafindan
modifiye edilmis olan 1-9 skala sistemi kullanilmistir (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.9. Hastalik siddeti degerlendirme skalast

Skala Degeri  Hastalik Belirti Durumu

Enfeksiyon yok, saglikli bitki

Lezyon baglangici var fakat lezyonlar kiigiik

Lezyonlar kolayca goriilebiliyor ve bitki cogunlukla yesil

Kolayca goriilebilir biiyiik lezyonlar

Lezyonlar yapraklarin ¢ogunluguna yayilmis ve govde lezyonlari
Bitkide dal uglarinda geriye baston seklinde oliimler

Bitki 6lmeye basliyor ancak 3-5 yaprak mevcut

Bitki neredeyse 6lii hi¢bir yesil yaprak kalmamis ancak govde yesil
Olii bitki

O©Ooo~No ok, wWwN -

Patojenisite testinin sonuglarini degerlendirmede 5 ve tizeri skor degeri alan
bireyler hassas, 5’in altinda skor degeri alan bireyler ise dayanikli olarak kabul

edilmistir.

Hastalanan bitki orani, her bir ¢esit i¢in 1’den yiiksek skor degeri alan bitki
sayisinin ¢esit i¢in denemedeki toplam bitki sayisina bdliinmesiyle elde edilmis ve
yiizde olarak belirtilmistir. Elde edilen hastalik skala degerleri kullanilarak ¢esitlerin
% hastalik siddetinde kullanilan formiil (% Hastalik siddeti: Z(n.v)/V.Nx100, n:
Skalada belirli bir hastalik derecelerine denk gelen 6rnek miktari, v: Skala degeri, V:

En yiiksek skala degeri, N: Gozlem yapilan toplam 6rnek sayisi) ile hesaplanmstir .
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3.2.11 istatistiksel analizler

Patojenisite sonucu elde edilen hastalik siddeti degerleri arasindaki istatistiksel
farkliliklar varyans analizi ile incelenmis ve pesinden P = 0,01°da Statistical Analysis
System (SAS Version 9.0; SAS Institute Inc.; Cary, NC, ABD) yazilimi yardimi ile
Fisher'in en kiiciik anlamli farklar testi (Least Significant Differences = LSD)
gerceklestirilmistir.

Ayrica markor verileri ile bitkilerdeki fenotipik dayanikliligina ait veriler
XLSTAT 2016 (Addinsoft, New York, USA) istatistik programinda Pearson
korelasyon (PC) analizine tabi tutulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

A. rabiei nohut yaniklik etmeni olup nohut iiretimi yapilan alanlarda yaygin
olarak bulunmaktadir. Bu durum bazi arastirmacilar tarafindan da tespit edilmistir.
Atasagun (2009) Konya’nin 9 ilinde nohut yetistirme alanlarinda sérvey calismalari
yapmis ve A. rabiei yayginligini, hastalik oranini ve hastalik siddetini aragtirmistir.
Aragtirma sonunda Kadinhani, Sarayonii, Ilgin ve Seydisehir’de sorvey alanlarinin
hepsinde hastalik goriilmiistiir. Beysehir’de hastalik sérvey alanlarinin %78’ inde,
Eregli’de % 49’unda Giineysinir’da ise %18’inde tespit edilmistir. Hastaligin Konya
ili ortalama hastalik yayginligi %60,55 olarak bulunmustur. Bulgak (2016) Marmara
Bolgesinde nohut ekilis alanlarinda yaptigi sorvey calismalarinda tarlalardaki
Ascochyta yaniklig1r varligimi arastirmis ve Balikesir ilinde hastalik oraninit %31,
Tekirdag’da %70, Canakkale’de %45, Bursa’da %35 ve Bilecik’de %22 olarak

bulmustur.

A. rabiei’nin 4 patotipinin varligi daha once yapilan caligmalarda ortaya
konmustur. A. rabiei’nin patotip I, II ve III’tin varligindan Udupa vd. (1998), patotip
IV’in varligindan ise Imtiaz vd. (2011) tarafindan yapilan arastirmalarda
bahsedilmistir. Patotipler arasinda agresiflik farkliliklarinin oldugu ve farkli nohut
cesitlerinin farkli patotiplere karst dayanimimnin oldugundan bahsedilmistir. Bu

patotiplerin Tiirkiye’deki varligi farkli arastirmacilar tarafindan ortaya konmustur.

Tiirkkan ve Dolar (2009) yapmis olduklar1 ¢alismada Tiirkiye’nin farkli
illerinden elde edilmis olan 67 A. rabiei izolati ile patotip varligin1 ve irk ayrimini
incelemislerdir. Izolatlarin %359’unun patotip I, %5’inin patotip II ve %36’sinin

patotip III oldugunu tespit etmislerdir.

Bu tez calismasinda iilkemizde nohut ekilis alanlarindaki yayginligi ve farklh
agresiflik seviyelerinde ki patotiplerin varligi daha 6nceki ¢alismalarda da ortaya
konmus olan A. rabiei’ye karst nohut ¢esitlerinin ve uluslararasi islah hatlarinin

dayaniklilik durumlari arastirilmistir.

Tez calismamiz da A. rabiei patotip I, II, III ve IV’e karsi nohut gesit ve

genotiplerinin dayanikliliklar1 klasik reaksiyon testleri ile belirlenmistir. Klasik
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reaksiyon testlerine gore farkli patotiplere karsi farkli dayaniklilik seviyelerinin

oldugu tespit edilmistir.

Nohut ¢esit/genotiplerinin  A. rabiei’ye karst dayaniklilik durumlarinin
molekiiler karekterizasyonu igin SCAR (SCY17, SCAE19, SCK13), Allel spesifik
(CaETR fw+revl, CaETR fw+revl+rev2) ve STMS (GAA47, TA146) markorleriyle
MAS calismasi yapilmustir.

4.1  Genotipik karakterizasyon

Genotipik karakterizasyon i¢in gerceklestirilen DNA izolasyon ¢aligsmalarinda
DarT DNA izolasyon yonteminin oldukga basarili oldugu goriilmiistiir. Nohut genotip
ve ¢esitlerinden elde edilen DNA’larin bir DS-11 FX+ spektrofotometre dl¢timleri
sonucu ¢alismanin saglikli bir sekilde yiiriitiilebilmesi i¢in gerekli temizlik ve
miktarda DNA sagladigi tespit edilmistir (Sekil 4.1). Tim DNA’larin

spektrofotometre olctimleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

AutoRun | (;'

Microvolume

Sekil 4.1. Spektrofotometre 6lgiim Grnegi
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Cizelge 4.1. Orneklerin spektrofotometre dlgiim verileri

. Konsantrasyon 500 nL Eklenecek*
Cesit (ngiul) 299280 onomi)  su(uL)
ARAS 359,14 2,13 13,9 486,1
GOKSU 218,88 2,11 22,8 477,2
HASANBEY 1181,75 2,14 4,2 4958
HISAR 730,13 2,12 6,8 493,2
CAKIR 904,06 2,12 5,5 4945
UZUNLU 99 814,08 2,12 6,1 493,9
GULUMSER 1076,84 2,17 4,6 4954
OMPAR 3 763,47 2,12 6,5 4935
AKSU 1034,23 2,15 4,8 495,2
SECKIN 1243,70 2,02 4,0 496,0
DIYAR 95 1781,61 2,06 2,8 497,2
ILGAZ 924,80 2,16 5,4 4946
ARDA 1277,69 2,08 3,9 496,1
ZUHAL 1085,15 2,17 4,6 4954
AKCA 738,71 2,10 6,8 493,2
INCI 1060,46 2,16 4,7 4953
YASA 05 1837,60 2,06 2,7 497,3
AZKAN 959,45 1,95 5,2 4948
CANITEZ 87 1259,92 2,02 4,0 496,0
AKCIN 91 983,79 2,15 5,1 494,9
GOKCE 684,42 2,12 7,3 4927
ISIK 05 1226,36 2,08 41 4959
CAGATAY 1590,67 2,09 3,1 496,9
ILC 482 1453,05 2,10 3,4 496,6
SARI 98 1756,54 2,10 2,8 497,2
YAZICI 1784,56 2,12 2,8 497,2
AGSAKALLI 1433,92 2,06 3,5 496,5
SEZENBEY 1773,66 2,13 2,8 497,2
SAGEL 1194,96 2,17 4,2 4958
ILC 1272 1605,86 2,12 3,1 496,9
ICC 3996 1516,09 2,08 3,3 496,7
FLIP 84-92C 1142,80 2,16 4.4 4956
DWELLEY 2115,34 2,11 2,4 497,6
ICC 12004 1430,04 2,14 3,5 496,5
ILC 195 1271,91 2,15 3,9 496,1
RPIP 12-069-00103 1478,65 2,16 3,4 496,6
ICC 3279 1008,71 2,09 5,0 495,0
ILC 1929 1385,29 2,06 3,6 496,4
ILC 249 1598,45 2,10 31 496,9
ILC 72 1203,57 2,12 4,2 4958
ICC 4475 1982,76 2,10 2,5 497,5
ILC 1903 1119,14 2,14 4,5 4955
ILC 482 2521,66 2,09 2,0 498,0
ILC 200 2160,56 2,05 2,3 497,7
ILC 4935 2199,01 2,07 2,3 497,7
RPIP 12-071-03976 771,67 2,11 6,5 4935
ILC 247 1669,35 2,11 3,0 497,0

*QOrneklerde 500 pL hacimde 10ng/uL DNA konsantrasyonu olmast igin eklenmesi

gereken su miktar1
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Cizelge 4.2°de kullanilan nohut cesit/genotiplerinin elektroforez jel
goriintlilerindeki siralamasi ifade edilmistir. Bu nohut g¢esit ve genotiplerinden elde
edilen DNA’larla yapilan PCR galismalarinin sonucu elde edilen bant profilleri Sekil
4.2-4.8’de verilmistir. Bu profillere dayanarak olusturulan skorlamalar Cizelge 4.3’de
verilmistir. Skorlamalarda “0” hassaslik, “1” ise dayanikliligi ifade etmektedir. 34.
siradaki PI 559363 CSI/ICC 12004 genotipi bu ve diger markor calismalarinda

tohumlarin yeterince ¢cimlenmemesinden dolay1 degerlendirmeden ¢ikarilmistir.

Cizelge 4.2. Arastirmamizda kullanilan nohut g¢esit ve genotiplerinin
elektroforez jel goriintiilerindeki siralamasi

No Cesit/Genotip Ad1 No Cesit/Genotip Adi

1.  ARAS 25. SARI 98

2. GOKSU 26. YAZICI

3. HASANBEY 27. AGSAKALLI

4. HISAR 28. SEZENBEY

5. CAKIR 29. TAEK-SAGEL

6. UZUNLU 99 30. W6 2909/ILC 1272

7.  GULUMSER 31. PI675522/1CC 3996

8. OMPARS3 32. PI1614731/FLIP 84-92C
9. AKSU 33. P1598079/DWELLEY
10. SECKIN 34. PI1559363 CSI/ICC 12004*
11. DIYAR 95 35. PI559363/ICC 12004

12. ILGAZ 36. PI564775/I1LC 195

13. ARDA 37. PI359075/RPIP 12-069-00103
14. ZUHAL 38. W6 22585/ICC 3279

15. AKCA 39. W6 22584/ILC 1929

16. INCI 40. W6 22581/ILC 249

17. YASA-05 41. W6 22575/ILC 72

18. AZKAN 42. P1559361/ICC 4475

19. CANITEZ-87 43. W6 22587/ILC 1903

20. AKCIN-91 44. W6 22582/ILC 482

21. GOKCE 45. W6 22579/ILC 200

22. ISIK-05 46. W6 22591/ILC 4935

23. CAGATAY 47. Pl 451270/RPIP 12-071-03976
24. 1LC-482 48. PI1315816/ILC 247

*Tohumlarin ¢cimlenmemesi nedeni ile tez calismalarindan ¢ikarilmistir.
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Sekil 4.2. SCAE19 primeri ile yapilan PCR sonucu ortaya ¢ikan bantlarin jel
elektroforez goriintiisii a) Ornek 1-34 b) Ornek 35-48.
34. siradaki Pl 559363 CSI/ICC 12004 genotipi bu ve diger markorlerde
degerlendirmeden ¢ikarilmistir.
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Sekil 4.3. SCY 17 primeri ile yapilan PCR sonucu ortaya ¢ikan bantlarin jel
elektroforez goriintiisii a) Ornek 1-10 b) Ornek 11-28 ¢) Ornek 29-
48
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Sekil 4.4. SCK13 primeri ile yapilan PCR sonucu ortaya ¢ikan bantlarin jel
elektroforez goriintiisii a) Ornek 1-30 b) Ornek 31-48.

41



4 56 7 8 91011121314 151617 18

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

»
- - o -

39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

—

"‘--

Sekil 4.5. CaETR Fw+Rev 1 primeri ile yapilan PCR sonucu ortaya ¢ikan
bantlarm jel elektroforez goriintiisii a) Ornek 1-18 b) Ornek 19-38
c) Ornek 39-48.
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Sekil 4.6. CaETR Fw+Rev 1+Rev 2 primeri ile yapilan PCR sonucu ortaya
¢ikan bantlarin jel elektroforez goriintiisii a) Ornek 1-20 b) Ornek
21-38 c) Ornek 39-48.
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Sekil 4.7. GAA47 primeri ile yapilan PCR sonucu ortaya ¢ikan bantlarin jel
elektroforez goriintiisii a) Ornek 1-34 b) Ornek 35-48.
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Sekil 4.8. TA146 primeri ile yapilan PCR sonucu ortaya ¢ikan bantlarin jel
elektroforez goriintiisii a) Ornek 1-30 b) Ornek 31-48.
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Cizelge 4.3. Markorlerin skor degerleri

No: Cesit/Genotip SCY17 SCAE19 SCK13 TA146 GAA47 CaETR™ CaETR?
1  ARAS 0 0 0 0 1 1 1
2  GOKSU 1 1 1 1 1 1 1
3  HASANBEY 1 1 1 1 1 1 1
4  HISAR 0 0 0 0 1 1 1
5 CAKIR 0 0 0 0 1 1 1
6 UZUNLU 99 1 1 1 1 0 1 1
7  GULUMSER 1 1 1 1 0 1 1
8 OMPAR3 1 1 1 1 1 0 0
9 AKSU 1 1 1 1 0 0 0
10 SECKIN 1 1 1 1 1 1 1
11 DIiYAR 95 1 1 1 1 1 1 1
12 ILGAZ 0 0 0 0 1 1 1
13 ARDA 1 1 1 1 0 0 0
14 ZUHAL 0 0 0 0 1 1 1
15 AKCA 1 1 1 1 1 1 1
16 INCI 1 1 1 1 1 1 1
17  YASA 05 1 1 1 1 0 1 1
18 AZKAN 1 1 1 1 0 1 1
19 CANITEZ 87 0 0 0 0 0 0 0
20 AKCIN91 1 1 1 1 0 0 0
21 GOKCE 1 1 1 1 1 0 0
22 ISIK 05 0 0 0 0 1 1 1
23  CAGATAY 1 1 1 1 1 1 1
24 ILC 482 0 0 0 0 0 0 0
25 SARI 98 0 0 0 0 0 0 0
26 YAZICI 1 1 1 1 0 1 1
27 AGSAKALLI 0 0 0 0 0 1 1
28 SEZENBEY 0 0 0 0 1 1 1
29 SAGEL 1 1 1 1 0 0 0
30 ILC 1272 0 0 0 0 0 0 0
31 ICC 3996 1 1 1 1 0 0 0
32 FLIP 84-92C 1 1 1 1 1 1 1
33 DWELLEY 0 0 0 0 1 1 1
34 ICC 12004 1 1 1 1 0 0 0
35 ILC 195 1 1 1 0 1 1 1
36 RPIP 12-069-00103 0 0 0 0 0 0 0
37 ICC 3279 1 1 1 1 1 1 1
38 ILC 1929 0 0 0 0 0 0 0
39 ILC 249 0 0 0 0 0 0 0
40 ILC 72 1 1 1 1 1 1 1
41 ICC 4475 1 1 1 1 0 0 0
42 |LC 1903 1 0 0 0 0 0 0
43 |LC 482 0 0 0 0 0 0 0
44 |LC 200 1 1 1 1 0 0 0
45 |LC 4935 0 0 0 0 0 0 0
46 RPIP 12-071-03976 0 0 0 0 0 0 0
47 ILC 247 1 1 1 1 0 0 0

*CaETR! forward+reverse 1
CaETR? forward+reverse 1 + reverse 2 markérii sonuglarina gore tiim gesit/genotiplerin homozigot oldugu tespit
edilmistir. Heterezigot olmast igin gerekli olan ¢ift bant gozlenmemistir.
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Acrabiei’ye dayanikliigin  belirlenmesi i¢in yapilan ve 47 nohut
cesit/genotipinin kullanildig1 ¢alismamizda markor destekli seleksiyon sonuglaria
gore CaETR ve GAA17 markorlerinin  vermis oldugu bant profilleri ile
SCAR(SCAE19-SCY17-SCK13) markorleriyle STMS markorii olan TA146’nin
vermis oldugu bant profilleri birbirlerine yiiksek oranda benzer bulunmustur. CaAETR
ile GAA17’nin vermis olduklar1 bant profillerinin 37°si, SCAR markorleriyle TA146
markoriiniin vermis oldugu bant profillerinin ise 45’inin ayni oldugu belirlenmistir.
Calismamiza benzer olarak Castro vd. (2015) de CaETR ve GAA47’nin LG4
tizerindeki QTLar: ile baglantili oldugunu dolayisiyla bu iki markoériin birbirine yakin
sonuglar verebilecegini tespit etmislerdir. Tekeoglu vd. (2002) TA146’nin LG4b
tizerindeki QTLar2 ile baglantili oldugunu ortaya koymuslardir. Iruela vd. (2006) ise
SCAR markérleri olan SCY17, SCAE19 ve SCK13’lin LG4b tizerindeki QTLar2 ile

baglantili oldugunu bulmuslardir.

CaETR markoriiniin ortaya koydugu verilere gére 25 dayanikli, 22 hassas
GAA17 markdriine gore ise 21 dayanikli, 26 hassas birey tespit edilmistir. SCY17
markdrii sonuglarina gore 28 dayanikli, 19 hassas SCAE19’a gore 27 dayanikli, 20
hassas SCK13’e gore 27 dayanikli, 20 hassas TA146’ya gore ise 26 dayanikli, 20
hassas birey tespit edilmistir (Cizelge 4.3). Markorlerin temsil ettikleri QTL
bolgelerini esas alarak GAA47(QTLar1) ve SCY17, SCAE19, SCK13(QTLar2)
markorlerinin verilerini birlikte degerlendirdigimizde ise sirasiyla 36 dayanikli, 11

hassas; 35 dayanikli, 12 hassas; 35 dayanikli, 12 hassas birey tespit edilmistir.

Yildirim (2007) yaptiklar: calismada TA146 dahil bir dizi markor kullanarak
nohut genomunda QTL analizleri gergeklestirmislerdir. TA146 markoriinden elde
ettikleri sonuglara gore Hasanbey, Aksu, Seckin, Diyar 95, Arda, inci, Yasa 05, Azkan,
Akgin 91, Gokege, TAEK-Sagel cesitlerini dayanikli Zuhal, Canitez 87, Sar1 98 ve
Sezenbey c¢esitlerini ise hassas olarak bulmuslardir. Calismamizda elde ettigimiz

veriler Yildirim (2007)’1n ¢alismasindaki veriler ile benzer bulunmustur.

Tar’an vd. (2007) GAA47 dahil bir dizi markorle Ascochyta yanikligina kars:
dayaniklilik tespiti icin QTL bolgelerini taramis ve GAA47 markoriine gore ICC
12004, ICC 3996 ve ICC 4475’1 bir grupta FLIP 84-92C, ICC 3279 ve ILC 72 ise
farkli bir grupta tanimlamistir. Sonuglarimiz Tar’an vd. (2007) ile uyusmakta olup
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GAAA47 markoriiyle yaptigimiz ¢calismada ICC 12004, ICC 3996 ve ICC 4475 “0”
skorunu alarak hassas grupta, FLIP 84-92C, ICC 3279 ve ILC 72 ise “1” skorunu

alarak dayanikli grupta tanimlanmustir.

Imtiaz vd. (2008) 21 SSR ve 2 SCAR (SCAE19-SCY 17) markoriiyle yaptiklar
calismada Avustralya nohut ¢esitlerinde ve yabani akrabalarinda genetik ¢esitlilik ve
Ascochyta yanikligina kars1 diren¢ durumunu arastirmiglar ve SCAEI19 ile SCY17
SCAR markorlerinden elde ettiklere sonuglara gore ICC 3996, ICC 12004, ILC 72 ve
ILC 3279’u dayanikli olarak tespit etmislerdir. Calismamizda kullandigimiz SCAR
markorleri olan SCAE19, SCY17 ve SCK13 ile yaptigimiz taramalarda Imtiaz vd.
(2008) ile ayn1 dogrultuda ICC 3996, ICC 12004, ILC 72 ve ILC 3279 tarafimizcada

dayanikli bulunmustur.

Madrid vd. (2013) QTLar: ile iliskili olan CaETR Allel spesifik markoriiniin
ve QTLarz ile iliskili olan SCY17 SCAR markoriiniin 51 nohut ¢esit/genotip ve
hatlarinda Ascochyta yanikligina karsi dayaniklilik ile iligkisini incelemistir. CaETR
markoriiniin dayaniklilik, hassaslik durumunun yaninda heterezigotluk durumunuda
tespit ettigini bulan arastirmacilar CaETR ile SCY 17 nin birlikte kullanilmak suretiyle
grup icerisindeki dayaniklilik durumunu %90 dogrulukla tespit ettigini ortaya
koymustur CaETR ve SCY17’yi birlikte degerlendiren aragtirmacilar ILC 1929 ve PI
359075/RPIP 12-069-00103 hassas ILC 200, ILC 72, ILC 3279, ICC 3996, ICC
12004, I1CC 4475, FLIP 84-92C ve Dwelley’i dayanikli olarak bulmuslardir.
Arastirmacilarin ve c¢alismamizin ortak bireyleri olan ILC 482, ILC 1929, PI
359075/RPIP 12-069-00103, ILC 200, ILC 72, ILC 3279, ICC 3996, ICC 12004, ICC
4475, FLIP 84-92C ve Dwelley’in CaETR+SCY 17 markorleriyle taranmasindan elde
edilen biitiin veriler ortiismektedir. Hatta arastirmacilar Cordoba Universitesi’nde
yetistirme programi verilerinde ILC 482’nin dayanikli olarak belirlendigini ancak
CaETR+SCY 17 markor taramasinda hassas olarak tespit edildigini bildirmislerdir.
Ayni durum bizim arastirmamizda da ortaya ¢ikmis ve patotip I’e dayanikli olarak
tespit ettigimiz ILC 482 CaETR+SCY17 markor taramasinda hassas olarak tespit

edilmistir.
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4.2  Fenotipik karakterizyon (Klasik reaksiyon testleri)

Klasik reaksiyon testleri sonucunda 1-9 skala sistemine gore degerlendirilen
bitkilerin patotiplere gore aldiklar1 skorlar Sekil 4.9—4.10’da hastalik siddeti orani,

standart sapma ve hastalikli bitki oranlarida Cizelge 4.4-4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Klasik reaksiyon testleri patotip | ve patotip Il sonug verileri

Patotip | Patotip 11
. Hastahk Standart HAstUKI ) tank  Standart Hastalikh
No  Cesit Adi Siddeti Sapma Bitki Siddeti Sapma Bitki
P Oran P Oram
1. ARAS 34.07 3.39 100 84.44 3.85 100
2. GOKSU 44 44 444 100 50,37 3.39 100
3. HASANBEY 42,96 1.28 100 40,00 2.22 100
4. HISAR 77.78 3.85 100 87.41 3.39 100
5. CAKIR 30.37 2.57 100 87.41 3.39 100
6. UZUNLU 99 88.15 3.39 100 88.15 1.28 100
7. GULUMSER 54.07 3.39 100 48.89 2.22 100
8. OMPAR 3 65.93 2.57 100 85.93 3.39 100
9. AKSU 38.52 5.59 100 42,96 3.39 100
10. SECKIN 40,00 2.22 100 45,19 4,63 100
11. DIYAR 95 36.30 4,63 100 50.37 3.39 100
12. ILGAZ 34.81 3.39 100 86.67 2.22 100
13. ARDA 25.19 6.79 100 34.07 4,63 100
14. ZUHAL 29.63 1.28 100 65,93 1.28 100
15. AKCA 34.81 5.59 100 50.37 3.39 100
16. INCI 28.89 7.70 100 42,22 2.22 100
17. YASA 05 48,15 7.14 100 83.70 5.59 100
18. AZKAN 50,37 2.57 100 40,74 4,63 100
19. CANITEZ 87 82.96 3.39 100 91.11 2.22 100
20. AKCINO91 71,11 6.67 100 85,93 3.39 100
21. GOKCE 85,93 3.39 100 93.33 2.22 100
22. ISIK 05 24.44 5.88 100 88.15 1.28 100
23. CAGATAY 80.00 2.22 100 95.56 4.44 100
24. 1LC 482 23.70 5.59 80 78.52 1.28 100
25. SARI 98 85,19 7.14 100 95,19 4,49 100
26. YAZICI 51.11 5.88 100 45,93 1.28 100
27. AGSAKALLI 77.04 6.79 100 85.19 2.57 100
28. SEZENBEY 28.15 3.39 100 86.67 2,22 100
29. TAEK SAGEL 30,37 3.39 100 50,37 3.39 100
30. ILC 1272 82.96 7.80 100 89.63 1.28 100
31. ICC 3996 17.04 1.28 53.33 21.48 4,63 80
32. FLIP 84-92C 25,93 1.28 93.33 73.33 4,44 100
33. DWELLEY 40,74 5.13 100 88.15 3.39 100
34. I1CC 12004 15,56 2.22 40 28.89 444 100
35. ILC 195 28.89 2.22 100 52.59 5.13 100
36. RPIP 12-069- 87.41 3.39 100 84.44 4,44 100
37. 1CC 3279 26.67 2.22 93.33 34.81 6.79 100
38. ILC 1929 87.41 3.39 100 88.15 5.59 100
39. ILC 249 29.63 5.59 100 71.85 6.79 100
40. ILC 72 22,96 6.79 80 74,07 1.28 100
41. 1CC 4475 30.37 3.39 93.33 34,81 5.13 100
42. ILC 1903 37.04 3.39 100 88.15 1.28 100
43. ILC 482 22.96 5.59 80 76.30 2.57 100
44, |LC 200 31.48 6.51 100 37.04 3.39 100
45, ILC 4935 25,93 6.79 80 84.44 444 100
46. RPIP 12-071- 46.67 444 100 69.63 3.39 100
47. 1LC 247 43.70 6.79 100 38.52 8.41 100
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Cizelge 4.5. Klasik reaksiyon testleri patotip 111 ve patotip IV sonug verileri

Patotip 11 Patotip 1V
. Hastahk Standart HasFah.kh Hastahk Standart HasFah.kh
No  Cesit Adi Siddeti Sapma Bitki Siddeti Sapma Bitki
Oram Oram

1. ARAS 90.37 1.28 100 93.33 2.22 100

2. GOKSU 72.59 3.39 100 88.89 2.22 100

3. HASANBEY 87.41 4.63 100 90.37 3.39 100

4, HISAR 89.63 2,57 100 92,59 7.14 100

5. CAKIR 77.04 3.39 100 94,07 3.39 100

6. UZUNLU 99 87.41 2,57 100 96.30 1.28 100

7. GULUMSER 71.85 2.57 100 85.19 1.28 100

8. OMPAR3 82.22 8.01 100 91.11 8.01 100

9. AKSU 48,15 2,57 100 75.56 6.67 100
10. SECKIN 83.70 4,63 100 90.37 3.39 100
11. DIYAR95 82.22 5.88 100 93.33 2.22 100
12. ILGAZ 68.15 2,57 100 80.00 2.22 100
13. ARDA 45,93 5.59 100 48.89 3.85 100
14. ZUHAL 93.33 4.44 100 88.89 5.88 100
15. AKCA 76.30 6.79 100 80.00 4.44 100
16. INCI 7111 444 100 90,37 3.39 100
17. YASA 05 97.78 2.22 100 90.37 1.28 100
18. AZKAN 78.52 4.63 100 90.37 3.39 100
19. CANITEZ 87 94.07 3.39 100 92.59 1.28 100
20. AKCIN91 91.85 3.39 100 88.89 2,22 100
21. GOKCE 93.33 6.67 100 94.81 3.39 100
22. ISIK 05 83.70 4.63 100 86.67 4,44 100
23. CAGATAY 83.70 12.24 100 92.59 5.13 100
24. ILC 482 73.33 5.88 100 89.63 4,63 100
25. SARI 98 92.59 2.57 100 96.30 1.28 100
26. YAZICI 80.00 2.22 100 89.63 7.14 100
27. AGSAKALLI 88.15 7.14 100 96.85 1.16 100
28. SEZENBEY 91.11 2.22 100 95,56 4,44 100
29. TAEK SAGEL 85.19 5.59 100 90.37 3.39 100
30. ILC1272 74,07 5,59 100 88.89 4,44 100
31. ICC 3996 37.78 5.88 100 36.30 4,63 100
32. FLIP 84-92C 85.19 5.59 100 90,37 4,63 100
33. DWELLEY 82.22 5.88 100 81.48 7.80 100
34. ICC 12004 33.33 3.85 100 69.63 3.39 100
35. ILC195 80.00 3.85 100 85.93 3.39 100
36. RPIP 12-069- 92,59 4,63 100 94,81 3.39 100
37. ICC 3279 66.67 8.01 100 73.52 5.67 100
38. ILC 1929 92,59 5,13 100 93,33 5,88 100
39. ILC 249 88.15 4,63 100 87.41 5.13 100
40. ILC72 75.56 6.67 100 74,81 6.79 100
41. ICC 4475 46.67 5.88 100 81.48 2.57 100
42. 1LC 1903 90,37 8.98 100 90,37 8.98 100
43. 1LC 482 77.04 4,63 100 91.11 4,44 100
44. ILC 200 79.26 4,63 100 82.96 4,63 100
45, 1LC 4935 87.41 3.39 100 89.07 2,51 100
46. RPIP 12-071- 82,22 5,88 100 79.26 7.80 100
47. 1LC 247 88.15 4.63 100 90,37 3.39 100
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Acrabiei’ye dayanikliligin  belirlenmesi i¢in yapilan ve 47 nohut
cesit/genotipinin  kullanildig1 c¢alismamizda fenotipik karakterizasyon amaciyla
gerceklestirdigimiz patojenisite testi sonuglarina gore patotip I’e dayanikli 35, patotip
I’ye dayamikli 19, patotip III’e dayanikli 5, patotip IV’e dayanikli 2 ¢esit/genotip
tespit edilmistir (Cizelge 4.4-Cizelge 4.5).

Bu sonuglar neticesinde en yiiksek agresiflik seviyesinin gozlendigi grubun
patotip IV oldugu en diisiik agresiflik seviyesine sahip grubun ise patotip I oldugu
tespit edilmistir. Imtiaz vd. (2011) yaptiklar1 ¢alismada patotip IVl ilk kez tespit
etmisler ve sonuglarimiza benzer olarak bu patotipin diger ii¢ patotiptende daha agresif
oldugunu dogrulamiglardir. Ayrica yaptiklari molekiiler taramalarda patotip IV’e
dayaniklilikla alakali baz1 yabani nohut hatlarini taramislar ancak dayaniklilikla iligkili

bir tespitte bulunamamuslardir.

Hamwieh vd. (2013) 43 nohut genotipi ile yaptiklari caligmada 27’sinin patotip
I’e karsi, 14’linlin patotip II’ye karsi ve 5’inin ise, patotip III’e karsi dayanikli
oldugunu bulmuslardir. Arastirmacilarin  ¢alismalarinda kullandigit ve bizim
calismamizda da bulunan ILC 482, ICC 12004, ICC 3996, ILC 195, ILC 200, ILC
3279 ve ILC 72’nin patotip I-II ve III’e karst dayaniklilik ve hassaslik durumlar
benzer olup ILC 3996 ve ILC 12004 ii¢ patotipe karsida dayanikli oldugu tespit
edilmistir. Chen vd. (2004) ¢alismamizda kullandigimiz 13 nohut gesit/genotipinin
ortak oldugu toplamda ise 48 nohut ¢esit/genotipi ile yapmis olduklar1 ¢alismada bu
nohut ¢esit/genotiplerinin patotip I ve patotip II’ye karst dayamiklilik durumlarini
incelemisler ve sonuclarimiza benzer olarak ICC 12004, ICC 4475 ve ILC 200’1
patotip I ve II’ye kars1 dayanikli olarak tespit etmislerdir. Arastirmacilar ICC 3279°u
patotip II’ye karsi hassas bulurken bizim sonuglarimiza gore ICC 3279 dayanikli
olarak bulunmustur. Ancak Imtiaz vd. (2011) ve Hamwieh vd. (2013)’de bizim

sonuglarimizla ayni dogrultuda ICC 3279’u hassas olarak tespit etmislerdir.

Ulkemizde daha dnce nohutta A. rabiei’nin patotiplerine (I-1I-111-IV) kars
dayaniklilik durumunun tespiti gerceklestirilmedigi i¢in yapilan caligmalarin biiyiik
boliimiinde verilen sonuglarin hangi patotip kaynakli oldugu bilinmemektedir. Ancak
daha Onceden yapilan bazi arastirmalarda patotip ayrimi bilinmesede tescilli Tiirk

gesitleri  kullanilan ¢alismalarla bizim elde ettigimiz sonuglar benzerlik
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gostermektedir. Aydin vd. (2016) Siirt’te 14, Diyarbakir’da 18 ve Mardin’de 2 nohut
cesidi ile yaptiklar1 ¢aligmalarda A.rabiei‘ye karsi dayaniklilik durumlarina bakmis ve
Arda, Seckin, Azkan ve Diyar 95 ¢esitlerini dayanikli ve orta dayanikli Canitez,
Gokee, Akein 91, Hisar, Cagatay, Uzunlu 99 ve Sar1 98 cesitlerini ise hassas ve ¢ok
hassas olarak degerlendirmistir. Sonucglarimiza gdre veriler benzer olup Arda tim
patotiplere Seckin, Azkan ve Diyar 95 ise patotip I ve II’ye kars1 dayanikli olarak tespit
edilmistir. Canitez 87, Gokge, Akcin 91, Hisar, Cagatay, Uzunlu 99 ve Sar1 98 ise

biitiin patotiplere hassas olarak bulunmustur.

Atasagun (2009) Konya’nin 9 ilgesinde gergeklestirdigi calismada Canitez 87,
Sar1 98, Uzunlu 99 ve Akgin 91 nohut gesitlerini A.rabiei‘ye kars1 hassas bulurken
yerel (kara nohut), Gokge ve Er-99’u dayanikli olarak bulmustur. Benzer sekilde elde
ettigimiz sonuglara gore Canitez 87, Sar1 98, Uzunlu 99 ve Akgin 91 tiim patotiplere
kars1 hassas olarak bulunmustur. Arastirmacilar Gokge c¢esidini %36.40 hastalik
siddeti degeri ile dayanikli bulmuglardir. Ancak arastirmamizda elde ettigimiz verilere
gore Gokee ¢esidi tarafimizea biitiin patotiplere hassas olarak tespit edilmistir. Ancak
Akalin vd. (2011) 50 nohut c¢esit/genotipi ile gerceklestirdikleri calismada c¢aligsma
sonucumuza benzer olarak Menemen 92, Gokge ve Canitez 87 ¢esidini A.rabiei‘ye

kars1 ¢ok hassas olarak bulmuslardir.

Genotipik  karakterizasyon ve fenotipik  karakterizasyon verilerini
kargilastirdigimizda GAA47+SCY17, GAA47+SCAE19, GAA47+SCK13 ve
GAA47+TA146 markor verilerinin sonuglarina gore dayanikli ¢esit/genotip sayisi
sirasiyla 36, 35, 34 ve 35 olarak bulunmustur. Patotip I i¢in patojenisite sonuglarina
gore ise dayanikli birey sayist 35 olarak bulunmustur. Ancak GAA47+SCY17’yi
ornek olarak ele alirsak, genotipik karakterizasyonda dayanikli bulunan bazi bireyler
fenotipik karakterizasyonda hassas bulunmus veya bunun tam tersi sz konusu
olmustur. Veriler birbirleriyle karsilastirildiklarinda GAA47+SCY17 ile patotip I’in
benzer olan profil sayis1 37 olarak bulunmus 10 tane bireyin verilerinin ise farkli
oldugu gozlenmistir. Yiizdelik olarak genotipik karakterizasyon ve fenotipik
karakterizasyonun benzerlik orani1 (benzer profil sayisi/toplam profil sayisi)
GAA47+SCY17, GAA47+SCAEL19, GAA47+SCK13 ve GAA47+TAl146’ya gore
sirastyla %78.7, %74.5, %72.3 ve %74.5 olarak bulunmustur.
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Aragtirmamizda kullandigimiz SCY17, SCAE19, SCK13 ve TA146 markdor
sonuclarini ise patotip II sonuglar ile karsilagtirdigimizda ise benzer profil sayisi
sirastyla 38, 39, 39 ve 38 olarak bulunmustur. Yiizdelik olarak genotipik
karakterizasyon ve fenotipik karakterizasyonun benzerlik oran1 SCY17, SCAEI19,
SCK13 ve TA146 i¢in sirasiyla %81, %83, %83 ve %81 olarak bulunmustur.

4.3  Iistatistiksel analizler

Patojenisite sonuglarina gore skor degeri olarak 5 ve tizeri deger alanlar hassas,
5’in altinda deger alanlar dayanikli olarak kabul edilmistir. Buna gére denemede ki
gesit ve genotiplerden patotip I’e karst 35’1 dayanikli bulunurken 12’si hassas
bulunmustur. Patotip II’ye karsi ise 19’u dayanikli iken 28’1 hassas bulunmustur
(Cizelge 4.6). Ayrica gergeklestirilen istatistiksel analizler her ne kadar hassas ve
dayanikli iki grup olusturulmussa da bu gruplar igerisinde istatistiksel olarak oldukca

onemli farkliliklar igeren gruplarin varligini géstermistir.

Patojenisite calismalarinda ki ¢esit ve genotiplerden patotip III’e karst 5’1
dayanikli bulunurken 42°si hassas bulunmustur. Patotip IV’e kars1 ise 2’si dayanikli
iken 45°1 hassas bulunmustur (Cizelge 4.7). Yine bu gruplandirmalar i¢erisinde her ne
kadar ¢esit ve genotipler hassas ve dayanikli olarak iki grup igerisinde yerlestirilse de
bu gruplar igerisinde istatistiksel olarak olduk¢a 6nemli farkliliklar yapilan analizler

sonucunda anlagilmustir.
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Cizelge 4.6. Patojenisite sonuglar1 patotip | ve patotip Il

Patotip | Patotip Il
Cesit/genotip Skor degeri*” Cesit/genotip Skor degeri*?
UZUNLU 99 793 A CAGATAY 8.60 A
ILC 1929 7.87 AB SARI 98 8.57 A
RPIP 12-069-00103  7.87 AB GOKCE 8.40 B
GOKCE 7.73 ABC CANITEZ 87 8.20 ABC
SARI 98 7.67 ABC ILC 1272 8.07 ABC
CANITEZ 87 7.47 ABC ILC 1903 7.93 ABC
ILC 1272 7.47 ABC UZUNLU 99 7.93 ABC
CAGATAY 7.20 ABCD ILC 1929 7.93 ABC
HISAR 7.00 BCP ISIK 05 7.93 ABC
AGSAKALLI 6.93 ¢P DWELLEY 7.93 ABC
AKCIN 91 6.40 PE CAKIR 7.87 ABC
OMPAR 3 593 E HISAR 7.87 ABC
GULUMSER 487 F SEZENBEY 7.80 BCD
YAZICI 4.60 FC ILGAZ 7.80 BCD
AZKAN 4,53 FeH OMPAR 3 7.73 BCD
YASA 05 4,33 FGHI AKCIN 91 7.73 BCD
RPIP 12-071-03976  4.20 FGHN AGSAKALLI 7.67 BCD
GOKSU 4,00 FGHIK ARAS 7.60 CPE
ILC 247 3.93 CGHUKL ILC 4935 7.60 CPE
HASANBEY 3.87 CGHUKL RPIP 12-069-00103 7.60 CPE
DWELLEY 3.67 HWKLM YASA 05 7.53 CPE
SECKIN 3.60 NKLMN ILC 482 7.07 DEF
AKSU 3.47 NKLMNO ILC 482 6.87 FEFC
ILC 1903 8.33 IKLEESP ILC 72 6.67 FCH
DIYAR 95 3.27 KLMNOPQ FLIP 84-92C 6.60 FCH
AKCA 3.13 KLMNOPQR ILC 249 6.47 FCH
ILGAZ 3.13 KLMNOPQR RPIP 12-071-03976 6.27 ©H
ARAS 3.07 LMNOPQRS ZUHAL 593 H
ILC 200 2.83 MNOPQRST ILC 195 473 !
SAGEL 2.73 NOPQRST SAGEL 453 M
ICC 4475 2.73 NOPQRST DIYAR 95 453 M
CAKIR 2.73 NOPQRST GOKSU 453 WV
ILC 249 2.67 OPQRST AKCA 453 M
ZUHAL 2.67 OPQRST GULUMSER 4.40 'K
INCi 2.60 OPQRST YAZICI 413 KL
ILC 195 2.60 OPQRST SECKIN 4.07 NKLM
SEZENBEY 2.53 PQRST AKSU 3.87 JKLMN
ICC 3279 2.40 ORSTU INCi 3.80 JKLMNO
FLIP 84-92C 2.33 RSV AZKAN 3.67 KLMNO
ILC 4935 2.33 RSTU HASANBEY 3.60 LMNO
ARDA 2.27 RSTUV ILC 247 3.47 LMNO
ISIK 05 220 STW ILC 200 3.33 MNOP
ILC 482 213 W ICC 4475 3.13 Nop
ILC 482 2.07 TV ICC 3279 3.13 Nop
ILC 72 2.07 TV ARDA 3.07 ©°°
ICC 3996 1.563 UvY ICC 12004 2.60 PQ
ICC 12004 1.40 VY ICC 3996 1.93 @
KONTROL 1.00 Y KONTROL 1.00 R
LSDo.on 0.90 LSDo.01 0.74

21-9 skalasina dayali patonejisite testinde elde edilen hastalik siddeti
b Herbir siitun i¢indeki ayn1 harf istatistiki olarak 6nemli bir fark olmayan gruplari temsil
etmektedir (P = 0.01 Fisher’s least significant difference test).
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Cizelge 4.7. Patojenisite sonuclart patotip |11 ve patotip IV

Patotip 111 Patotip IV
Cesit/genotip Skor degeri*” Cesit/genotip Skor degeri*?
YASA 05 8.80 A AGSAKALLI 8.72 A
CANITEZ 87 8.47 AB SARI 98 8.67 A
GOKCE 8.40 A8 UZUNLU 99 8.67 A
ZUHAL 8.40 AB SEZENBEY 8.60 AB
ILC 1929 8.33 ABC RPIP 12-069-00103  8.53 ABC
RPIP 12-069-00103 8.33 ABC GOKCE 8.53 ABC
SARI 98 8.33 ABC CAKIR 8.47 ABCD
AKCIN 91 8.27 ABC ILC 1929 8.40 ABCD
SEZENBEY 8.20 ABC ARAS 8.40 ABCD
ILC 1903 8.13 ABCD DIYAR 95 8.40 ABCD
ARAS 8.13 ABCD HISAR 8.33 ABCD
HISAR 8.07 ABCDE CAGATAY 8.33 ABCD
AGSAKALLI 7.93 ABCDEF CANITEZ 87 8.33 ABCD
ILC 247 7.93 ABCDEF OMPAR 3 8.20 ABCDE
ILC 249 7.93 ABCDEF ILC 482 8.20 ABCDE
UZUNLU 99 7.87 ABCDEFG FLIP 84-92C 8.13 ABCDEF
HASANBEY 7.87 ABCDEFG INCi 8.13 ABCDEF
ILC 4935 7.87 ABCDEFG ILC 247 8.13 ABCDEF
FLIP 84-92C ity SCOErCH AZKAN 8.13 ABCDEF
SAGEL o7 BCOERED ILC 1903 8.13 ABCDEF
SECKIN 7.53 BCDEFGHI YASA 05 8.13 ABCDEF
CAGATAY 7.53 BCDEFGHI HASANBEY 8.13 ABCDEF
ISIK 05 fi53" BCOEFCH SAGEL 8.13 ABCDEF
RPIP 12-071-03976 7.40 CDEFGHU SECKIN 8.13 ABCDEF
DIYAR 95 7.40 CDEFGHN ILC 482 8.07 ABCDEF
DWELLEY 7.40 CDEFGHN YAZICI 8.07 ABCDEF
OMPAR 3 7.40 CDEFGHU ILC 4935 8.02 ABCDEFG
ILC 195 7.20 DEFGHIK AKCIN 91 8.00 ABCDEFG
YAZICI 7.20 DEFGHIK GOKSU 8.00 ABCDEFG
ILC 200 7.13 EFGHIK ZUHAL 8.00 ABCDEFG
AZKAN 7.07 FGHUKL ILC 1272 8.00 ABCDEFG
ILC 482 6.93 CHIKLM ILC 249 7.87 ABCDEFGH
CAKIR 6.93 GHIKLM ISIK 05 7.80 BCDEFGH
AKCA 6.87 HWKLM ILC 195 7.73 CDEFGH
ILC 72 6.80 HIKLM GULUMSER 7.67 DEFGH
ILC 1272 6.67 NKLM ILC 200 7.47 EFCHI
ILC 482 6.60 NKLM ICC 4475 7.33 FeHi
GOKSU 6.53 KM DWELLEY 7.33 FeHl
GULUMSER 6.47 KM ILGAZ 7.20 &
INCI 6.40 KM AKCA 7.20 ©H
ILGAZ 6.13 M RPIP 12-071-03976  7.13 M
ICC 3279 6.00 M AKSU 6.80 "
AKSU 433 N ILC 72 6.73 M
ICC 4475 420 N ICC 3279 6.62 "
ARDA 413 N ICC 12004 6.27 7
ICC 3996 3.40 NO ARDA 452 K
ICC 12004 3.00 © ICC 3996 327 t
KONTROL 1.00 P CONTROL 1.00 M
LSDg.01 0.99 LSDg.01 0.85

41-9 skalasina dayali patonejisite testinde elde edilen hastalik siddeti

b Herbir siitun icindeki ayni harf istatistiki olarak dnemli bir fark olmayan gruplari

temsil etmektedir (P = 0.01 Fisher’s least significant difference test).
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Yapilan istatistiksel analizlerde patotiplere karsi fenotipik dayaniklilik ile
markdrler arasindaki korelasyon Cizelge 4.8’de verilmistir. Patotip II ile SCY17,
SCAE19, SCK13 ve TA146 arasinda %1 anlaml1 diizeyinde korelasyon bulunmustur.

Patotip I’e karsi fenotipik dayaniklilik ile GAA47 markoriiniin diger
markorlerle olan “veya” kombinasyonu korelasyonu ise Cizelge 4.9’da verilmistir.

Patotip I ile GAA47°nin SCY17, SCAE19, SCKI13 ve TA146 ile olan

kombinasyonlarindan %35 anlamli diizeyinde korelasyon bulunmustur.

Cizelge 4.8. Patotiplere kars1 fenotipik dayaniklilik ile markorler arasindaki
korelasyon

CaETR GAA47  SCY17 SCAE19 SCK13 TA146
Patotip | 0.233 0.134 0.214 0.187 0.161 0.161
Patotip Il 0.078 -0.043 0.679**  0.709**  0.653**  0.653**
Patotip Il -0.368* -0.31* 0.284 0.297* 0.31* 0.31*

Patotip IV -0.225  -0.189 0.174 0.181 0.189 0.189
* 95, ¥* %1 anlaml

Cizelge 4.9. Patotip I’e kars1 fenotipik dayaniklilik ile GAA47 markoriiniin
diger markorlerle olan “veya” kombinasyonunun korelasyonu

GAA4T +
SCY17 SCAE19 SCK13 TAL146
Patotip | 0.368* 0.329* 0.329* 0.329*

* 065 anlaml
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5. SONUC VE ONERILER

Tescilli nohut c¢esitlerimiz ile wuluslararasi 1slah hatlarinin  nohut
yetistiriciliginde 6nemli bir etmen olan A. rabiei’nin bilinen 4 patotipine (I-11-111-1V)
kars1 klasik reaksiyon testleri ve molekdler yontemlerle (MAS) dayaniklilik
durumlarinin ortaya konmasini amaglayan bu c¢alismada elde ettigimiz sonuglar su

sekildedir;

Calismamizda nohut yaniklik etmeni olan A.rabiei’nin patotiplerinin
hastalandirma siddeti ve hastalandirdigi bitki orani tespit edilmis kullandigimiz 47
cesit/genotipin patotip I, 11, III ve IV e kars1 dayanikl birey sayilar1 sirasiyla 35, 19, 5
ve 2 olarak bulunmustur. Patotip I’e karsi hastalik siddetinin diisiik olarak tespit
edildigi baz1 ¢esit/genotipler; ICC 12004 (%15.6), ICC 3996 (%17), ILC 72 (%23),
Isik 05 (%24.4), Arda (%25,2) patotip II’e kars1 hastalik siddetinin diisiik olarak tespit
edildigi baz1 ¢esit/genotipler; ICC 3996 (%21.48), ICC 12004 (%28.89), Arda
(%34.07), ICC 3279 (34.81), Hasanbey (%40) patotip III’e kars1 hastalik siddetinin
diisiik olarak tespit edildigi baz1 gesit/genotipler; ICC 12004 (%33.33), ICC 3996
(%37.78), Arda (%45.93), Aksu (%48.15) patotip IV e kars1 hastalik siddetinin diisiik
olarak tespit edildigi bazi gesit/genotipler; ICC 3996 (%36.3) ve Arda (%48.89) olarak

bulunmustur.

Patotip I’e kars1t en hassas cesit/genotipler; Uzunlu 99 (%88.5), ILC 1929
(%87.41) ve RPIP 12-069-00103 patotip II’e kars1 en hassas ¢esit/genotipler; Cagatay
(%95.56), Sar1 98 (%95.19) ve Gokce (%93.33) patotip III’e karsi en hassas
cesit/genotipler; Yasa 05 (%97.78), Canitez 87 (%94.07) ve Gokge (%93.33) patotip
IV’e kars1 en hassas ¢esit/genotipler; Agsakalli (%96.85), Sar1 98 (%96.3) ve Uzunlu
99 (%96.3) olarak tespit edilmistir.

Tiim patotiplere dayanikli 2 ¢esit/genotipin oldugu, tiim patotiplere hassas 13
gesit/genotipin oldugu belirlenmistir. ICC 3996 ve Arda patotip I-11-1I1 ve IV’e kars1
dayanikli oldugu tespit edilen gesit/genotipler olmustur. Hisar, Uzunlu 99, Ompar 3,
Canitez 87, Akgin 91, Gokge, Cagatay, Sar1 98, Agsakalli, TAEK-Sagel, ILC 1272,
RPIP 12-069-00103 ve ILC 1929’un patotip I-1I-IIT ve IV e kars1 hassas oldugu tespit

edilmistir.
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Genotipik karakterizasyon icin MAS yapilmis ve GAA47 ile CaETR’nin
sonuclart ikisinin de QTLar: ile iligkili olmasindan dolayr benzer ¢ikmistir. Ayni
sekilde QTLar2 ile iligkili olan SCY17, SCAE19, SCK13 ve TA146’nmin sonuglari
birbirine ¢ok uyumlu ¢ikmustir.

GAA47nin ve CaETR’nin SCY17, SCAEI19, SCKI13 ve TAl46 ile
kombinasyonlarinin degerlendirilmesiyle patotip I’e dayaniklilik arasinda %35 anlaml

seviyesinde korelasyon ¢gikmustir.

SCY17,SCAE19, SCK13 ve TA146’nin sonuglari ile patotip II’ye dayaniklilik

arasinda %1 anlamli seviyesinde korelasyon ¢ikmuistir.

Yapilan patojenisite testleri gdstermistir ki patotip I en az agresif, patotip II
agresif, patotip 1l daha agresif, patotip IV ise son derece agresif olarak

siniflandirilabilmektedir.

Yaptigimiz bu ¢caligmada ortaya konan sonuglara gore patotip I ve patotip II’ye

kars1 dayanikliligi belirleme ile iliskili markoérler oldukea yiiksek korelasyona sahiptir.

Ancak patotip Il ve ozellikle de patotip IV’e karst dayaniklilikla iliskili

yeterince haritalama ¢aligmasi ve markor mevcut degildir.

Patotipler arasinda en agresif olan patotip IV’e yonelik yapilmis hem

molekiiler hem de fenotipik ¢alisma sayis1 oldukga azdir.

Gilinlimiizde patotip III ve patotip IV’lin kendilerinden daha az agresif olan
patotip I ve patotip II’ ye oranla ¢ok ciddi kayiplar meydana getirebilme potansiyeli
ve yaygmligimin giderek artmakta oldugu gz oniline alindiginda, bu gruba giren
izolatlarin dayanikli ¢esit gelistirilmesi hedeflenen 1slah ¢alismalarina dahil edilmesi

Onerilmektedir.
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