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OZET
Doktora Tezi

NOHUT YANIKLIK ETMENI Ascochyta rabiei (Pass.) Labr. NIN
PATOTIPLERININ MOLEKULER YONTEMLERLE BELIRLENMESI

Goksel OZER

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Bitki Koruma Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. F. Sara DOLAR

Ascochyta rabiei (Pass.) Labr., (eseyli donem, Didymella rabiei (Kov.) v. Arx)’nin
neden oldugu Ascochyta yanikligi diinyada oldugu gibi iilkemizde de nohut {iretimini
kisitlayan en 6nemli hastaliklardan biridir. Bu sebeple Tiirkiye nin farkli bolgelerine ait
18 ili temsil eden A. rabiei patotipleri arasindaki genetik farkliliklar 54 RAPD ve 30
ISSR primeri kullanilarak incelenmistir. Elde edilen verilerin Dice’in benzerlik
katsayist kullanilarak yapilan UPGMA cluster analizi sonucunda 81 A. rabiei izolati
RAPD analizine gore 6 grup, ISSR analizine gore ise 4 grup igerisinde
smiflandirilmigtir.  Ancak izolatlarin  patotip ve bdlgelere gore dagilimi ile
dendrogramdaki gruplanmalar1 arasinda herhangi bir iligki tespit edilememistir.
Izolatlarin populasyon yapisi incelendiginde en yiiksek gen farkliligmin I¢ Anadolu
bolgesinde (0.1992), en diisiik farkliligin ise Akdeniz bdlgesinde (0.1574) oldugu
goriilmistiir. Molekiiler varyans analizi (AMOVA) sonucunda populasyonlar arasinda
tespit edilen genetik varyasyonun biiyiik bir kismmin (%98.34) izolatlar arasindaki
genetik farklilardan, ¢ok kiiciik bir kismmnin ise populasyonlar arasindaki cografik
farkliliklardan kaynaklandigi tespit edilmistir. Farkli bolgelere ait A.rabiei izolatlart
arasinda goriilen yiiksek gen akisi (5.45) ve genetik farkliliklar degerleri ise seksiiel
rekombinasyonlarin bu patojendeki genetik farklilarin artisinda rol oynadigini
gostermistir.
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

DETERMINATION OF PATHOTYPES OF Ascochyta rabiei (Pass.) Labr.
CAUSING CHICKPEA BLIGHT BY MOLECULAR TECHNIQUES

Goksel OZER

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. F. Sara DOLAR

Ascochyta blight, caused by Ascochyta rabiei (Pass.) Labr., (teleomorph, Didymella
rabiei (Kov.) v. Arx) is one of the most important diseases decreasing to chickpea
production in Turkey and worldwide. Thus, genetic diversity among pathotypes of A.
rabiei belonging to 18 different provinces of Turkey was assessed using 54 RAPD and
30 ISSR primers. UPGMA cluster analysis based on Dice’s coefficient clustered 81
isolates of A. rabiei into 6 and 4 major groups by RAPD and ISSR analysis,
respectively. However, no correlation was found between the pathotypes and
geographically distribution of these isolates and their grouping in dendrograms.
Population analysis showed that the highest genetic variation occured in Central
Anatolia region (0.1992) while the lowest variation was in Mediterranean region
(0.1574). Analysis of molecular variance (AMOVA) confirmed that most genetic
variability (%98.34) among populations resulted from differences among isolates while
a relatively low proportion of the genetic variability was attributable to geographical
differences among populations. High gene flow and genetic differentiation values
among A. rabiei isolates from different provinces indicated that sexual recombination
had a significant effect on increasing the genetic variability of this pathogen.

March 2009, 63 pages
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1. GIRIS

Nohut (Cicer arietinum L.), diinyada fasulye ve bezelyeden sonra ligiincii dnemli
yemeklik tane baklagillerden birisidir ( Tekeoglu et al. 2000). Orijini Tiirkiye ve Suriye
olarak kabul edilen nohut Hindistan, Bati Asya, Kuzey Afrika, Etiyopya, Giiney
Avrupa, Meksika, Avustralya, Amerika Birlesik Devletlerinin Kuzey Batist ve
Kanada’da yaygin olarak yetistirilmektedir (Eser ve Soran 1978, Singh 1987, Saxena
1990).

Diinya genelinde iiretimi yapilan nohutlar; pazar smifi olarak ikiye ayrilmaktadir.
Tiirkiye, Iran ve Suriye gibi 1liman iklime sahip bélgelerde Kabuli olarak bilinen biiyiik
taneli ve bej renkli nohutlar {iretilmekte iken Hindistan, Pakistan gibi yar1 kurak tropik
bolgelerde Desi olarak isimlendirilen kiiciik, koseli, siyah, kahverengi, sar1 veya yesil

renkli nohutlar yetistirilmektedir (Muehlbauer and Singh 1987).

Nohut, yiiksek oranda (%18-31) protein igermesinden dolay1 gelismekte olan tilkelerde
insan beslenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Proteinin yani sira iyi bir
karbonhidrat kaynagidir. Nohut tanelerini kuru agirhiginin %80’ini protein ve
karbonhidratlar olusturmaktadir. %20 igerigi ise %0.8-6.4 yag, %2.1-11.7 lif, %0.2
kalsiyum ve 9%0.3 fosfor olusturmaktadir (Williams and Singh 1987). Gelismis
tilkelerde, zengin besin igeriginden dolay1 hayvan yemi olarak da yetistirilmektedir.
Nohut bitkisi baklagillerin genel bir 6zelligi olarak koklerinde bulunan ve ortak yasam
stirdiigii Rhizobium spp. bakterileri sayesinde havanin serbest azotunu bitkilere yarayish
bir sekilde topraga baglamaktadir. Bu 6zelligi sebebiyle nohut, 6zellikle gelismekte olan
ilkelerdeki geleneksel iiriin yetistirme sistemlerinde oldukca dnemli bir yer tutmakta ve
toprak kosullarinda olusturdugu bu fiziksel, kimyasal ve biyolojik iyilesmeler nedeniyle
ekim nobetinde kendisinden sonra gelen kiiltiir bitkileri i¢in daha 1y1 bir gelisme ortamu
saglamaktadir (Eser ve Soran 1978). Ulkemizde yemeklik olarak kullanilmasmin yani

stra kuruyemis sanayisinde de 6nemli bir yer tutmaktadir.



Food and Agricultural Organization of the United Nations (FAO) 2007 yili verilerine
gore diinyada 11671587 hektar alanda nohut ekiligi yapilarak 9313043 ton {iriin elde
edilmistir. Hindistan tiretimdeki %64.1°1lik pay1 ile diinyada nohutun en 6nemli iireticisi
ve ayrica en biiyiik ithalat¢isi durumunda olan iilkedir. Tiirkiye ise nohut {iretimi
acisindan diinyada Hindistan ve Pakistan’in arkasindan {i¢iincii sirada yer almaktadir ve

en Onemli ihracatgc1 lilke durumundadir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1 Nohutun diinyadaki ve dnemli iiretici iilkelerin 2007 yili ekilis alanlar1 ve
tiretim degerleri (Anonymous 2008a)

Ekilis Alami (ha) %Oran | Uretim (ton) | %0Oran
Diinya 11671587 100 9313043 100
Hindistan 7630000 65.37 5970000 64.10
Pakistan 1073000 9.19 842000 9.04
Tiirkiye 503674 431 505366 5.42
fran 755000 6.47 310000 3.33

Tiirkiye’de 2007 yili verilerine gore toplam yemeklik tane baklagiller icerisinde nohut
%49.74’lik ekilis alanina sahiptir ve tiretimi 505366 ton verimi ise 1003 kg/ha olarak
gerceklesmistir (Cizelge 1.2). Nohut ekilis alan1 ve {liretim miktar1 olarak iilkemizde
yemeklik tane baklagiller arasinda birinci siray1 almakta onu sirastyla kirmizi mercimek

ve kuru fasulye takip etmektedir (Anonymous 2008b).

Cizelge 1.2 Tirkiye’de 2003-2007 yillari arasindaki nohut ekilig alani, tiretimi ve verim

(Anonymous 2008b)
Nohut Nohut Uretim Verim
Y Ekilis Alan1 (ha) Miktari (ton) (kg/ha)
2003 630000 600000 952
2004 606000 620000 1023
2005 557800 600000 1076
2006 524367 551746 1052
2007 503674 505366 1003




Nohut olduke¢a yiiksek bir potansiyel verim degerine (6531 kg/ha) sahip olmasina
ragmen diinya genelinde bircok biyolojik ve biyolojik olmayan stres faktorleri
tarafindan bu yiiksek potansiyel verim degerine ulasmasi engellenmektedir. Stres
faktorlerini onem sirasina gore; hastaliklar (%45), kuraklik (%30), yiiksek sicaklik
(%6.25), don zarar1 (%6.25), bocek zararlar1 (%6.25) ve diger stres faktorleri (%6.25)
olusturmaktadir (Singh 1987, Singh et al. 1994).

Bu giline kadar 55 farkh tilkeden 67 fungus, 3 bakteri, 22 viriis ve mikoplazma ve 80
nematod olmak iizere 172 patojenin nohutta hastaliga sebep oldugu rapor edilmekle
beraber bunlardan az bir kisminin ekonomik éneme sahip oldugu bildirilmistir (Nene et
al. 1996). Diinya genelinde nohut verimini etkileyen en 6nemli biyolojik stres faktorii
Ascochyta yanikligidir. Bunu nohutun diger 6nemli hastaligi olan Fusarium solgunlugu
izlemektedir (Soran 1977, Haware et al. 1986, Maden 1987, Dolar 1996, Nene et al.
1996, Bayraktar 2008).

Ascochyta yanikligi veya nohut yanikligi olarak isimlendirilen hastaligin etmeni
Ascochyta rabiei (Pass.) Labr. (Eseyli devresi: Didymella rabiei (Kovachevski) v. Arx)
fungusudur. Hastalik diinyada nohut iiretimi yapilan alanlarda yaygin olarak goriilmekle
birlikte en az 35 iilkede tespit edilmistir (Nene et al. 1996, Kaiser et al. 2000).
Ulkemizde ise ilk defa Bremer (1948) tarafindan I¢ Anadolu ve Giineydogu Anadolu

bolgelerinde tespit edilmistir.

Ascochyta rabiei’nin eseyli formu olan Didymella rabiei ilk olarak 1936 yilinda
Bulgaristan’da kislamis nohut artiklar1 iizerinde Kovachevski tarafindan gozlenmistir.
Heterothallic bir fungus olmasindan dolay1 eseyli doneminin gergeklesebilmesi igin
uyusabilen iki mating type (uyusan tipler) gerek vardir. A. rabiei’nin eseyli doneminin
dogal olarak yalnizca kislamis nohut artiklarinda gelistigi tespit edilmistir. Eseyli
donemi hastaligin epidemiyolojisinde biiyiik role sahiptir (Trapero-Casas and Kaiser,
1992).



Ascochyta rabiei bitkinin yaprak, yaprak sapi, geng dallar ve kapsiil olmak tizere (EK.1)
tim toprak Ustii organlarimi enfekte eder (Nene 1982). Hastalik diinya genelinde
Ozellikle de 1liman iklime sahip bolgelerde 6nemli verim kayiplarina neden olmaktadir
(Kaiser 1973). Hastaligin gelisimi igin sicaklik, yagis ve riizgar en donemli gevresel
faktorlerdendir (Akem 1999). Bu faktorler patojenin gelisimi i¢in uygun oldugu zaman
hastaliktan dolayr %100’e varan iirliin kayiplart meydana gelmektedir (Karahan 1968,
Navas-Cortés et al. 1995). Kanada’da 1999 yilinda %96 oraninda iirtin kayiplari
meydana geldigi rapor edilmistir (Chongo et al. 2000).

Hastaliktan kaynaklanan zararlar1 en aza indirgemek amaciyla yapilan caligmalar,
kiiltiirel onlemlerin veya fungusitlerle yapilan kimyasal ilaglamalarin etkili bir basari
saglamadigin1  gostermektedir (Chongo et al. 2003). Fungisit uygulamalari,
kimyasallarin maliyetinin yiiksek olmasit ve hastalik gelisiminin uzun periyoda
yayilmasi nedeniyle ilaglamanin tekrari gereksiniminden dolayi genellikle ekonomik
olmamaktadir (Reddy and Singh 1984) Hastalikla miicadelede; dayanikli gesitlerin
gelistirilmesinin en etkili miicadele yontemi olarak belirtilmektir (Singh and Reddy
1984, Nene and Reddy 1987).

Ascochyta rabiei izolatlar1 arasindaki patojenik farklilik ilk olarak 1963 yilinda
Hindistan’da yapilan bir ¢alismada tespit edilmistir (Anonymous 1963). A. rabiei’nin
izolatlar1 arasindaki patojenik cesitlilikleri tespit etmek amaci ile yapilan biitiin
caligmalar izolatlar arasindaki bu farkliligin varligint dogrulamistir (Porta-Puglia et al.
1996). Fungusun yeni patotiplerin olusmasina eseyli donemindeki mayoz boliinme
sirasinda yiiksek oranda gerceklesen rekombinasyonlarin neden oldugu belirtilmektedir
(Kaiser and Hannan 1987). A. rabiei populasyonlarindaki siklikla olusan bu patojenik
degiskenliklerden dolay1 bitkide hastaliga kars1 elde edilen kismi dayaniklilik kisa
zamanda kirilmaktadir. Bu nedenle patojen populasyonundaki mevcut patojenik
varyasyonun tespitinin hastaliga karsi stabil dayanikliliga sahip ¢esitlerin 1slah
caligmalari i¢in biiyiik 6nem tasidigi bildirilmektedir (Singh 1993, Chongo and Gossen
2001, Chongo et al. 2004).



Patojenlerin  populasyonunun genetik yapilarindaki varyasyonun belirlenmesi,
konuk¢uda bulunan dayaniklilik genlerinin belirlenmesi ile birlikte etkili bir 1slah
programinin hazirlanmasinda ve hastalik kayiplarinin azaltilmasinda o6nemli rol

oynayacagini gostermektedir.

Bu c¢alismada Tiirkiye’nin 6nemli nohut ekim alanlarinda yaygin olarak goriilen ve
ekonomik kayiplara sebep olan A. rabiei izolatlarnin genetik yapisindaki intraspesifik
polimorfizimlerin ortaya konulmasinda Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)
ve Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) tekniklerinin kullanilabilirliginin tespiti

amaclanmgtir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Ascochyta rabiei’nin Genel Ozellikleri ve Patojenik Cesitliligi ile lgili
Gerceklestirilen Calismalar

Hastalik etmeni Ascochyta rabiei (Pass.) Labrousse (Eseyli donemi: Didymella rabiei
(Kovachevski) v. Arx. Esanlamlisi: Mycosphaerella rabiei Kovachevski) ilk defa 1867
yilinda Passerini tarafindan Fransa’da tek hiicreli ve seffaf pikniosporlarina dayanilarak
Zythia rabiei olarak adlandirilmigtir. Comes 1891 yilinda fungusu Ascochyta pisi Lib.
olarak tamimlamustir. Trotter 1918 yilinda fungusun A. pisi olmadigini, Phyllosticata‘ya
benzedigini ortaya koyarak etmeni Phyllosticata rabiei (Pass.) Trotter olarak
adlandirmistir (Khune and Kapoor 1980). Labrousse 1931 yilinda fungusun %2-4
oraninda tek bdlmeli sporlarinin  olmasit nedeniyle Ascochyta rabiei olarak

isimlendirmistir (Nene 1982).

Fungusun eseysiz sathasi piknit olarak adlandirilan ve piknidiosporlar1 olusturan
fruktifikasyon organlar1 ile karakterize edilmektedir. Koyu kahverengi-siyahimsi
piknitler gévde, yaprak, kapsiil ve tohumlarda kii¢cliik noktaciklar seklinde dokuya
goémiilii olarak olugmaktadirlar. Piknidiosporlar renksiz, diiz veya hafif kivrik, 6-12x4-6

um boyutlarinda ve nadiren 2 hiicrelidir (Nene 1982).

Bruns and Barz (2001), A. rabiei sporlarinin hiicre sayisi ve hiicredeki ¢ekirdek sayilar
bakimindan yiiksek bir degiskenlik gosterdiklerini ancak genellikle sporlarin
gecirdikleri mitoz boliinmeler sonucu 1, 2 veya 4 cekirdege sahip olduklarim tespit

etmislerdir.

Ascochyta rabiei’nin eseyli formu ilk olarak 1936 yilinda Bulgaristan’da kiglamis nohut
artiklar1 lizerinde Kovachevski tarafindan gozlenmis ve Mycosphaerella rabiei olarak
isimlendirilmistir (Trapero-Casas and Kaiser 1992). Sonradan karakteristik dzelliklerine

(daha biiyilk ascomata, pseudoparaphyse’lerin bulunmasi ve askospor yapilarina)



dayandirilarak Mycosphaerella cinslerinden ayrilmis ve Didymella rabiei olarak

isimlendirilmistir (Wilson and Kaiser 1995).

Genellikle pseudotheciumlar kiglamis bitkilerin iizerinde olusurlar. Pseudotheciumlar
120-270 um capinda kahverengi-siyah, kiiresel, giigliikle fark edilebilen gaga ve ostiole
sahiptir. Ascuslar ¢ift gomlekli, silindirik-clavate’dir ve 8 adet, 2 hiicreli seffaf askospor
icerir, askosporlar oval yapidadir (Nene and Reddy 1987). Trapero-Casas and Kaiser
(1992), her bir mm? enfekteli dokunun 15000 askospor iiretme potansiyeline sahip

oldugunu bildirmislerdir.

Ascochyta rabiei heterothallic bir fungus olmasindan dolayr eseyli doneminin
gergeklesebilmesi i¢in uyusabilen iki mating type (uyusan tipler) gerek vardir. Mating
type’lar Yoder et al. (1986)’nin genetik isimlendirmesine gére MAT 1-1 ve MAT 1-2

olarak gosterilmistir.

Kaiser (1997), farkli iilkelerden temin edilen D. rabiei’nin tek spor izolatlarinin mating
type’larinmt belirlemis ve MAT1-1 ve MAT1-2’nin referans izolatlarmi sirastyla ATCC
76501 ve ATCC 76502 ile temsil etmistir. 21 iilkeden elde ettigi A. rabiei izolatlarinin
mating type’lart belirlemek amaci ile yaptigi caligmanin sonucunda 15 iilkeden elde

ettigi izolatlarda her 2 mating type’in da bulundugunu tespit etmistir.

Kaiser and Kiismenoglu (1997), yaptiklar1 calismada Tiirkiye’nin 23 ilinden elde
ettikleri 145 A. rabiei izolatlariin mating type’larmi  belirlemek amact ile
gerceklestirdikleri caligmada test edilen izolatlarin %59 unun (85 izolat) MAT 1-1,
%41’inin (60 izolat) ise MAT 1-2 oldugunu bulmuslardir. 19 ilde her 2 mating type’in

da mevcut oldugunu tespit etmislerdir.

Bayraktar et al. (2007), Tiirkiye’nin I¢ Anadolu Bélgesindeki 6 farkl: ilden elde ettikleri
45 A. rabiei izolatinin %57.2’sinin (26 izolat) MAT 1-1, %42.8’inin (19 izolat) ise
MAT 1-2’e ait oldugunu belirlemislerdir.



Nohutta Ascochyta yanikligi ilk olarak Pakistan’da rapor edilmekle ile birlikte diinyada
nohut iretimi yapan en az 35 iilkede tespit edilmistir (Nene et al. 1996, Kaiser et al.
2000). Bat1 Asya, Kuzey Afrika ve Giiney Avrupa bolgelerinde nohut iiretimi hastalik
tarafindan sinirlanmaktadir (Nene 1982). Ulkemizde hastalik ilk defa Bremer (1948)

tarafindan rapor edilmistir.

Ascochyta rabiei’nin esas konukgusu olan nohut olmakla birlikte diger Cicer spp.’leri
de hastalandirdig1 rapor edilmistir. Nohut cinsi disinda bir bitkide dogal yollardan bir
epidemi olusturdugu tespit edilmemistir (Pande et al. 2005). Bunu yani sira nohut cinsi
disindaki bitkilerde seyrek olarak rastlanilan A. rabiei’nin neden oldugu belirtilerin hafif
oldugu bildirilmektedir (Kaiser 1990, Porta-Puglia et al. 1996).

Alternatif konukgularin varlig1 patojenin hayat ¢emberi i¢in zorunlu olmamasina karsin
hastalik inokulumunun potansiyel kaynagi olabilmesi yoniinden Onemli oldugu

belirtilmistir (Kaiser 1990).

Hastaliktan dolay1 olusan nekrozlara patojen tarafindan salgilanan toksinlerin neden
oldugu tespit edilmistir. Enfekteli bitki dokularindan patojene ait solanapyrone A, B, C
ve cytochalasin D toksinleri izole edilmistir (Alam et al. 1989, Hohl et al. 1991, Latif et
al. 1993). Patojen tarafindan olusturulan toksinlerin ve bunlarin miktarlarmnin izolatlar
arasinda farklilik gosterdigi tespit edilmis ve bu durumun izolatlarin patojenisiteleri ile

iliskili oldugu belirlenmistir (Kaur 1995).

Fungus konukgu bitkinin govde, kapsiil ve yapraklarinda lekelere ve kurumalara neden
olmakta, govdeleri ¢epegevre saran farkli biiyiikliiklerde, koyu kahverengi, 3-4 cm
uzunlugunda, uzunlamasma lekeler meydana getirmektedir. Govdeler bu lekeli
yerlerden kirilmakta ve kisa zamanda kurumaktadir. Olgunlasan lekelerin {izerinde toplu
igne bag1 biiyiikliigiinde, fungusun siyah piknitleri goériinmektedir. Yapraklarda dairesel
olan lekelerin ¢evresi sar1 renk almaktadir. Kapsiiller iizerinde de i¢ ice dairesel seklinde
lekeler meydana gelmektedir. Etmen tohumda da enfeksiyon yapmaktadir. Enfekte

olmus tohum siyahimsi-kahverengi renk alip kiigiik, burusuk ve diizensiz sekil



almaktadir. Hastaligin tarladaki zarar1 ocaklar halinde baslamakta ve tarlada yer yer
kurumalar nedeniyle bosluklar meydana gelmektedir (Nene 1982, Nene and Reddy
1987).

Hastaliktan dolay1 bitkilerde olusan nekrotik alanlarin degisik derecelerde meydana
gelmesinin bitki genotiplerinin dayaniklilik durumuna bagli oldugu ifade edilmektedir
(Porta-Puglia et al. 1996). Dayanikli gesitlerin enfeksiyonu neticesinde kii¢iik ve koyu
kahverengi lezyonlarin olustugu fakat bu lezyonlarin gelisimlerini tamamlayamadiklar

tespit edilmistir (Chongo and Gossen 2001).

Hastaligin tarlada oOnceleri olii veya lekeli bitkilerin olusturdugu dairesel yamalar
seklinde kiiciik alanlar seklinde belirginlestigi eger hastalik i¢in uygun ¢evre kosullart
mevecut ise hizli bir sekilde yayilarak tarladaki bitkilerin tiimiinii hastalandirdig:

gozlenmistir (Kaiser 1973, Chongo and Gossen 2001).

Hastaligin etmen icin uygun g¢evresel kosullar gerceklestiginde yiiksek oranda iiriin
kayiplarina neden olabildigi bildirilmistir (Navas-Cortés et al. 1998). Hastalik nedeniyle
Pakistan’da yaklasik %50 (Singh et al. 1984), Suriye’de %30 (Reddy and Kabbabeh
1985), Hindistan’mn Punjab ve Haryana eyaletinde %40-50 (Haware et al. 1995) ve
1999°da Kanada Saskatchewan eyaletinde %96 oraninda (Chongo et al. 2000) {iriin
kayiplarinin meydana geldigi tespit edilmistir.

Fungusun eseyli donemi uygun kosullarda hastalikli bitki artiklarmin iizerinde
olusmaktadir. Sonbaharda yagislar ile baslayan pseudothecial donem takip eden
ilkbaharda olgunlagsmaktadir Hastalikli bitki artiklarinda pseudotheciumlarda olusan
askosporlar havaya firlatilarak riizgarlar yardimi ile uzak mesafelere tasinabilmektedir
ve askosporlar ulasabildikleri temiz alanlarda hastalik epidemilerinin meydana

gelmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Kaiser 1997, Trapero-Casas and Kaiser 1992).



Navas-Cortés et al. (1995), enfekteli bitki artiklarinda kiglamis olan fungusun sonraki

tiretim sezonlari i¢in inokulumun ana kaynagi oldugunu bildirmislerdir.

Hastalik etmeni tohumla tasiabilmektedir (Kaiser 1973, Maden et al. 1975). Patojenin
tohumla tasindigi ilk olarak Luthra ve Bedi tarafindan 1932 yilinda bildirilmis ve
enfekteli tohumlarin kotiledonlarinda ve tohum kabugunda fungusun miselyum halinde
bulundugunu belirtilmisgtir (Nene and Reddy 1987). Hastaligin uzak mesafelere
yayillmasinin baslica nedeninin bulasik tohumlar oldugu ve fungusun depolanmis olan

bulasik tohumlarda 5 yilin iizerinde hayatini siirdiirebildigi de tespit edilmistir (Kaiser

1987).

Maden et al. (1975), yiiriittiikleri ¢alismada Orta Anadolu Bolgesi’nden elde ettikleri
tohum orneklerinin %70’inin A. rabiei ile enfekteli veya bulasik oldugunu tespit
etmislerdir. Bunun yan sira hastalik etmeni ile bulasik tohumlarin tohum kabugu ve
embriyolarinda miselyum, derin enfeksiyonlarda ise tohum kabugunda piknitleri
gozlemislerdir. Ayrica Maden (1987) tarafindan patojenin %56.42 oraninda tohumla
tasindigr rapor edilmistir. Enfekteli tohumlar nedeni ile harman sirasinda temiz

tohumlarin da etmen ile bulasik hale geldigi bildirilmistir (Porta-Puglia et al. 1996),

Reddy (1983), yaptigi calismada patojenin oda sicakliginda depolanmis enfekteli
tohumlarda ikinci yilin sonunda %65.2’sinde canliligini korudugunu rapor etmistir.
Ayni ¢alismada tohumla tasinma oraninin, lezyonlarin tohumda bulunma yerleri ile bir

korelasyona sahip oldugu tespit edilmistir.

Sicaklik, yagis miktar1 ve riizgar Ascochyta yanikliginin olusumunu biiyiik oranda
etkileyen cevresel faktorler olarak belirlenmistir (Nene and Reddy 1987). Akem (1999)
yagls miktarinin pseudothecia olgunlasmasi, askospor cikiglart ve enfeksiyonun
gerceklesmesi ve sporlarin tagimas i¢in kritik bir deger oldugunu ve bu degerin

hastalik siddeti ile yiiksek bir korelasyona sahip oldugunu bildirmistir.
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Dayanikl: bitki kullanim1 Ascochyta yanikliginin kontroliinde en pratik yontem olarak
kabul edilmektedir. Tiim diinyada ¢ok yonlii ¢alismalar yiiriitiilerek tek bir major genle
yonetilen genetik dayaniklilik elde edilmesi amaglanmaktadir. Bununla birlikte
hastaliga dayanikli ¢esit 1slah1 c¢alismalarinda ¢ok az bir ilerleme kaydedildigi
bildirilmektedir (Reddy and Singh 1984).

Ascochyta rabiei’nin hayat ¢cemberindeki seksiiel rekombinasyonlar,
populasyonlarindaki yiiksek seviyedeki patojenik degiskenlige imkan saglayarak yeni
patotipler olusturmaktadir. Yiiksek orandaki patojenik degiskenlik, bitkide elde edilen
kismi dayanikliligin ¢ok kisa zamanda yitirilmesine sebep oldugu tespit edilmistir
(Chongo and Gossen 2001). Stabil dayanikliliga sahip cesitlerin elde edilmesi igin
yapilan ¢alismalar igin patojen populasyondaki mevcut patojenik varyasyonun tespiti ile
birlikte populasyon yapisinin devamli olarak izlenmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmigtir
(Chongo and Gossen 2001, Chongo et al. 2004).

Ascochyta rabiei’nin patotiplerinin farkli genotipteki konukgularda suni inokulasyonlar
sonucu olusturdugu hastalik siddetinin derecelerindeki farkliliklara dayandirilarak
birbirlerinden ayrildig1 ve patotip teriminin, bircok populasyon ¢alismasinda “irk”m

esanlamlist olarak kullanildigi bildirilmistir (Navas-Cortés et al. 1998).

Ascochyta rabiei izolatlarinin arasindaki patojenik farklilik ilk olarak 1963’de
Hindistan’da hastaliga kars1 dayanikli olarak onerilen C12/34 ¢esidinin, farkl izolatlar

tarafindan hastalandirilmasi ile rapor edilmistir (Anonymous 1963).

Ascochyta rabiei’nin izolatlar1 arasindaki patojenik c¢esitlilikleri tespit etmek amaci ile
yapilan biitiin calismalar izolatlar arasindaki bu farkliligi dogruladigi bildirilmistir
(Porta-Puglia et al. 1996). Calismalar biitiin nohut tireticileri tilkelerini kapsamaktadir.
Ayrica bu ¢alismalarda kullanilan nohut cesitleri ve elde edilen izolatlara bagl olarak
tamimlanan patotip sayist farkliliklar gostermistir. izolatlar arasindaki farkliliklar,
Hindistan (Vir and Grewal 1974, Singh 1990, Ambardar and Singh, 1996, Navas-Cortés
et al. 1998), Suriye ve Liibnan (Reddy and Kabbabeh 1985, Singh and Reddy 1993,
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Udupa and Weigand 1997), Amerika Birlesik Devletleri (Jan and Wiese 1991, Navas-
Cortés et al. 1998), Italya (Porta-Puglia et al. 1996), Pakistan (Qureshi and Alam 1984,
Jamil et al. 1995, Navas-Cortés et al. 1998), ispanya (Navas-Cortés et al. 1998),
Avustralya (Khan et al. 1999), Tunus (Hamza et al. 2000), Kanada (Chongo et al. 2004)
ve Israil (Lichtenzveig et al. 2005)’de tespit edilmistir. Dolar and Giircan (1992) ve
Babaliogullu (2004) yaptiklar1 caligmalarda patojenik farkliligin Tiirk izolatlari arasinda

da bulundugunu tespit etmislerdir.

Vir and Grewal (1974), yaptiklar calisma ile Hindistan’in farkli bolgelerinden elde
ettikleri 268 adet A. rabiei izolatin1 kiiltiirde gelisme Ozelliklerine ve morfolojik
karakterlerine gore 13 gruba ayirmiglardir. Arastirmalar, gruplari temsilen birer izolat
secerek farkli nohut ¢esitleri {izerinde patojenisite testine tabi tutmuslar ve izolatlarin
birbirlerine gore farkli reaksiyonlar verdiklerini tespit etmis ve izolatlart 5 grup
icerisinde siniflandirmislardir. Hizli gelisen izolatlar1 (1. ve 3. grup) 1tk 1, yavas gelisen
izolatlart (2. ve 4. grup) irk 2 ve orta hizda gelisen bir izolati (5. grup) 1tk 2’nin biyotipi

olarak tespit etmislerdir.

Gowen (1982), Ispanya, Fas, Tunus, Liibnan, Pakistan, Hindistan ve Suriye’den elde
ettigi 9 A. rabiei izolatin1 farkli nohut gesitleri ile testlemis ve izolatlarin hastalandirma

derecelerinde farklilik oldugunu gézlemlemistir.

Qureshi and Alam (1984), Pakistan’in nohut ekim alanlarindan farkli yillar igerisinde
elde ettikleri 25 A. rabiei izolatim kiiltiirel ve morfolojik karakterlerine gore
smiflandirmiglar ve farkli simiflara giren 8 izolati nohut ¢esitleri {izerindeki

hastalandirma derecelerini esas alarak 5 gruba ayirmislardir.

Reddy and Kabbabeh (1985), Liibnan ve Suriye’nin farkli bolgelerinden topladiklari 50
izolat1 morfolojik ve kiiltiirel karakterlerine gore 24 gruba ayirmislardir. Patojenisite
denemesinde 6 nohut hatti (ILC 1929, F-8, ICC 1903, ILC 2149, ILC 3279, ICC 3996)

kullanarak A. rabiei’nin 6 irkini tespit etmislerdir
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International Center for Agricultural Research in The Dry Areas (ICARDA)’da yapilan
bir ¢alismada 24 izolatin 18 nohut hattina kars1 olan reaksiyonlari esas alinarak 6 irk

tespit edilmistir (Anonymous 1987).

Porta-Puglia (1990), italya’nin farkli bolgelerinden elde etiigi 50 A. rabiei izolat1 ve 6

nohut gesidi ile yiiriittigli calismada izolatlar1 6 patotipe ayirmistir.

Hindistan’in farkli bolgelerindeki hastalikli bitkilerden elde edilen 13 izolat, 12 farkli
nohut hatt1 ile reaksiyon denemesine tabi tutulduklarinda 12 1rk tespit edilmistir (Singh

1990).

Amerika Birlesik Devletleri’nin Palouse bolgesinden elde edilen 39 A. rabiei
izolatlarmin 15 farkli nohut ¢esidii iizerinde testlenmesi sonucu 11 virulent grup
belirlenmistir. Ayni ¢alismada A. rabiei‘nin lokal populasyonlarinda yiiriitiilen
calismalarda, populasyon i¢in belirlenmis bir patotip siniflandirmasinin sadece birkag

sene icerisinde degisebilecegi bildirilmistir (Jan and Wiese 1991).

Dolar and Giircan (1992), Tiirkiye’nin farkli nohut ekim alanlarini temsil eden 20 A.
rabiei izolatin1 kiiltiirel gelisme 6zelliklerine ve morfolojik karakterlerine gore 8 grupta
siiflandirmiglar ve irk belirlemesi ic¢in her bir grubu temsilen secilen izolatlar1 Reddy
and Kabbabeh (1985)’in kullandig1 6’1 set ile reaksiyon denemesine almislar ve
Tiirkiye’de o giline kadar belirlenen 6 irktan 1tk 1, irk 4 ve irk 6’nin bulundugunu tespit

etmislerdir.

Singh and Pal (1993), Hindistan’in farkli bolgelerinden elde ettikleri 11 A. rabiei izolati
ile 7 farkli nohut hatt1 kullanarak yaptiklar1 reaksiyon denemesi sonucunda izolatlart 5

irka ayirmislardir.
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Jamil et al. (1995), Pakistan’in degisik nohut ekim alanlarindan elde ettikleri 102
Acrabiei izolatinin 11 nohut hatti iizerinde olusturduklar1 hastalik siddetine gore

izolatlar1 8 patotip igerisinde siiflandirmislardir.

Italya’nin farkli bolgelerinden elde edilen 41 A rabiei izolat1 ve 13 nohut genotipi ile
yuriitiilen bir ¢alismada konukgu {izerindeki reaksiyonlarina gore izolatlar 3 grup

icerisinde siiflandirilmigtir (Porta-Puglia et al. 1996).

Ambardar and Singh (1996), tarafindan yiritilen ¢alismada 76 A. rabiei izolati
morfolojik karakterlerine dayandirilarak 18 gruba ayrilmstir. Izolatlarm 10 nohut cesidi

ile yapilan reaksiyon denemeleri sonucunda da 10 patotip tespit edilmistir.

Udupa et al. (1998), Suriye ve Liibnan’in nohut yetistirilen bolgelerinden elde ettikleri
53 adet A. rabiei izolatim1 3 farkli nohut ¢esidi lizerinde olusturduklar1 hastalandirma
derecelerini dikkate alarak 3 farkli patotip grubu icerisinde siniflandirmislardir.
Virulensi en diisiik grup patotip I iken patotip III’ii en agresif grup olarak tespit

etmislerdir.

Navas-Cortés et al. (1998), Ispanya’dan 14, Pakistan’dan 11, Amerika Birlesik
Devletleri’nden 7, Hindistan’dan 5, Fas’tan 2, Yunanistan’dan 2, Tiirkiye, Italya ve
Fransa’dan birer adet olmak tizere elde ettikleri 44 adet A. rabiei izolatin1 7 nohut hatti
ile test etmisler ve bitkideki hastalik siddetine goére 11 patotip grubu igerisinde

siniflandirmislardir.

Jamil et al. (2000), Pakistan’in degisik bolgelerinden elde ettikleri 30 A. rabiei izolatini
3 nohut hatt1 ile testlemisler ve hastalandirma derecelerine gore izolatlart 3 patotip

gruba ayirmislardir.

Chongo et al. (2004), Kanada’nin nohut ekim alanlarindan elde ettikleri 40 A. rabiei

izolatin1 8 farkli nohut gesidi iizerinde test etmeleri sonucu izolatlar1 14 patotip grubu
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icerisinde siiflandirmislardir. Ayrica izolatlarin kisa siire igerisinde belirlenmis olan

patotip siniflarina gore patojenisitelerinde farkliliklar gozlendigini bildirmislerdir.

Tirkiye’nin 6nemli nohut ekim alanlarinda 2000 VE2001 yillarinda yapilan survey
sonucunda 134 A. rabiei izolat1 elde edilmis ve bu izolatlar kontrollii kosullar altinda 2
dayanikli (ER 99 ve ILC 195/2), 2 tolerant (Uzunlu 99 ve Gokge) ve 1 hassas (Canitez
87) ¢esit {lizerinde gosterdigi reaksiyonlara gore 17 patotip grup igerisinde
smiflandirilmistir. Patotip 17 en saldirgan, patotip 1 ise viriilensi en diisiik olarak
bulunmustur. Calisma sonucunda izolatlarin 69 (%51.5)’unun patotip 1 igerisinde yer
aldig1 belirlenmistir (Babaliogullu 2004).

Turkkan (2008), Tiirkiye’nin nohut yetistiriciliginde 6nemli Akdeniz, Ege, Giiney Dogu
Anadolu, I¢ Anadolu ve Karadeniz bélgelerinden elde edilen 64 A. rabiei izolatinin
patotip gruplarin1 belirlemistir. Buna gére A. rabiei izolatlarinin genellikle diisiik
virulense sahip oldugu, izolatlarin %59.4 (38)’i patotip I, %4.7 (3)’si patotip Il ve
%35.9 (23)’1 patotip III igerisinde siniflandirmistir.

Ascochyta rabiei izolatlart arasindaki patojenik farkliliklari belirlemek amact ile
ylriitillen ¢aligmalarda 11 ile 130 arasindaki sayida A. rabiei izolati, 3 ile 15 arasindaki
farkli nohut cinsi ilizerindeki reaksiyonlarma gore 3 ile 17 arasinda degisen sayida
patotip grubu igerisinde siniflandirilmiglardir. A. rabiei izolatlar1 arasindaki patojenik
degiskenligi tespit etmek amaciyla yapilmis ¢ok sayida g¢alisma olmasina ragmen,
denemelerde kullanilan test prosediirlerinin, degerlendirme skalalarin ve nohut
cesitlerinin  birbirleri ile farklihk gOstermesinden dolayr sonuglari bir arada
degerlendirmenin oldukga gii¢ oldugu bildirilmistir (Navas-Cortés et al. 1998, Chen et
al. 2004).
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2.2 Ascochyta rabiei izolatlar1 Arasindaki Genetik Farklihklari incelenmesi Amaci
ile Yapilan Molekiiler Calismalar

RAPD analizi; genetik marker olarak kullanilabilen, amplifikasyon iiriinleri olusturmak
icin kisa ve rastgele sentezlenen 9-10 bp’lik oligoniikleotit primerler ile gergeklestirilen
bir Polymerase Chain Reaction (PCR) uygulamasidir. ilk kez 1990 yilinda Williams ve
arkadaslar1 tarafindan uygulanmistir. RAPD analizi basit ve hizli olmasi nedeni ile
birgok canlidaki genetik farklilig1 ortaya koymak icin yaygin olarak kullanilmistir. Bu
yontemde amplifikasyonlar total genomik DNA iizerinde gergeklestigi i¢in RAPD
analizi tek bir genetik bolge igindeki varyasyondan ziyade tiim genomdaki genetik
varyasyonun degerlendirilmesine olanak saglamaktadir. Amplifikasyon kosullarina
bagli olarak farkli DNA iiriinleri meydana gelmekte ve her amplifikasyon {iriinii
genomik DNA ile kullanilan primerler arasindaki kismi sekans benzerliklerini

gostermektedir (Williams et al. 1990, Welsh and McClelland 1990).

Ascochyta rabiei izolatlar1 arasindaki genetik akrabalik veya farkliliklar1 ortaya koymak
amaci ile DNA fingerprinting, RAPD, Restriction Fragment Length Polymorphisms
(RFLP), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) gibi DNA polimorfizimini
ortaya koyan caligmalar yiiriitiilmiis ve bu sayede A. rabiei‘nin izolatlar1 arasindaki
yiiksek seviyedeki genetik degiskenlik tespit edilmistir (Weising et al. 1991, Udupa et
al. 1998, Santra et al. 2001, Peever et al. 2004).

Weising et al. (1991), farkli patojenik gruplara ayrildigini belirledikleri 6 A. rabiei
izolatinin DNA’larin1 izole etmislerdir. Taql, EcoR1, Hinfl ve Mboll enzimlerini
kullanarak kesilen DNA’lar *?P ile isaretlenmis olan (GTG)s, (CA)s, (TCC)s ve
(GATA), problari ile testlenmislerdir. Olusan bant motiflerine gore izolatlarin 4 farkli
genotipe ayrildigini goiilmiis ve (GATA), izolatlarin birbirlerinden ayrimini saglamakta

en etkili prob olarak tespit edilmistir.

Fischer et al. (1995), italya’dan elde edilen ve 6 patotip gurubuna ayrildig1 belirlenmis
A. rabiei izolatlarindan sectikleri farkli patotip gruplari temsil eden 30 izolat1 ile RAPD

analizi gergeklestirmislerdir. Sadece 3 RAPD primeri ile yiiriitiilen analiz sonucunda
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kullanilan 30 izolatin birbirinden basarili bir sekilde ayrimi saglanmistir. Ancak
dendrogramda olusan genotip gruplart ile belirlenmis patotip gruplari arasinda bir

korelasyona rastlaniimamustir.

Geistlinger et al. (1997), bir adet Ascochyta fabea izolati, bir adet Ascochyta pisi izolati
ve Suriye’den 3, Pakistan’dan 3, Tunus’tan 2, Fas’tan 2, Amerika Birlesik
Devletleri’nden 2 ve Tirkiye’den 1 olmak iizere toplam 13 adet A. rabiei izolati ile
DNA fingerprinting ¢alismasi yiiriitmiislerdir. 1zolasyonu saglanan fungus DNA’lar
Tagl ve Hinfl enzimleri yardimi ile kesilmis ve %p jle isaretlenmis olan 10
oligoniikleotit prob ile testlenmistir. Belirlenen toplam 268 bant degerlendirmeye
alinmis ve yapilan cluster analizi sonucu elde edilen dendrogramda A. fabea ve A. pisi
izolatlar1 farkli birer grup olarak A. rabiei izolatlarindan ayrilmistir. Ayrica Amerika
Birlesik Devletleri’nden elde edilen 2 izolatta diger A. rabiei izolatlarindan ayrilarak
kendilerine ait bir grup iginde goriilmiistiir. A. rabiei izolatlarmin cografik bolgeleri ile

dendrogramdaki pozisyonlari arasinda yiiksek bir korelasyon bulunmustur.

Navas-Cortés et al. (1998), Ispanya’dan 16, Fas’tan 2, Fransa’dan 1, Amerika Birlesik
Devletleri’nden 5, Hindistan’dan 5, Tiirkiye’den 1, Yunanistan’dan 2, Italya’dan 1 ve
Pakistan’dan 6 adet olmak tizere elde ettikleri 39 A. rabiei izolat1 ile RAPD analizi igin
43 primerle 6n calismalarin1 gergeklestirmis ve c¢alismalara degerlendirilebilir
polimorfik bant olusturan 5 primer ile devam etmislerdir. Elde edilen verilerin cluster
analizi sonucunda izolatlar1 10 genotip grup igerisinde siniflandirmislardir. Bu
gruplandirma ile izolatlarin belirlenen patotip gruplar1 ve mating type gruplari arasinda

bir korelasyon bulunamamustir.

Udupa et al. (1998), yiriittikleri ¢alismada Suriye ve Liibnan’mn nohut ekilis
alanlarindan elde ettikleri 53 A. rabiei izolatim1 3 farkli nohut ¢esidi ile teste tabi tutarak
3 patotip grubu igerisinde siniflandirmiglardir. Bu izolatlar ile RAPD analizi
gerceklestirmek icin 80 primerle 6n ¢alismalar yiiriitiilmiistiir. Degerlendirilebilir bant
meydana getiren 14 primer toplam 78 polimorfik bant olusturmus ve bu veriler ile

yapilan cluster analizi sonucunda izolatlar 22 genotip guruba ayrilmistir. Ayni
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calismada izolatlara ait DNA’lar Tagl ve BamHI enzimleri yardimi ile kesilerek 4
microsatellite marker ile testlenmistir. (GATA)s-Tagl prob-enzim kombinasyonu
izolatlarin 18 genotip guruba ayrilmasinmi saglamistir. RAPD ve microsatellite marker
analizleri sonucu elde edilen verilerin birlikte kullanilarak olusturulan dendrogramda
izolatlarin yer aldig1 genotip gruplar ile patotip gruplandirmasi arasinda bir korelasyon
gozlemlenmistir. Patotip-I izolatlariin 12, patotip-II izolatlarinin 3 ve patotip-I1l
izolatlarinin ise 7 genotip gruba ayrildigi gézlenilmistir. Calismada ayrica her iki
analizin bir arada degerlendirilmesinin, analizlerin bireysel degerlendirilmesine oranla

daha etkili bir ayrim sagladigi tespit edilmistir.

Avustralya’nin nohut ekilis alanlarindan elde edilen 2 A. rabiei izolatim1 Fas ve
ICARDA’dan temin edilen ikiser izolat ile karsilastirmak amaci ile iki primer
kullanarak yapilan RAPD analizi sonucunda OP-C18 primeri ile elde edilen bant
profillerinin Avustralya, Fas ve ICARDA’dan elde edilen izolatlar arasinda bolgesel bir

polimorfizimi sagladigr goriilmiistiir (Khan et al. 1999).

Jamil et al. (2000), Pakistan’in degisik nohut ekilis alanlarindan topladigi 130 A. rabiei
izolatin1 klasik metotlar yardimi ile 3 patotip grubunda siniflandirmislar ve her grubu
temsil edecek sekilde alinan toplam 21 A. rabiei izolat1 ve 80 primer kullanarak RAPD
analizi i¢in O6n ¢alismalar gergeklestirmislerdir. OP-A13 ve OP-BO7 primerleri izolatlar
arasindaki polimorfizimi ortaya koymak agisindan faydali bulunmus ve bu primerler ile
elde edilen 24 adet total bant verisi kullanilarak yapilan dendrogram izolatlarin
birbirlerinden genetik olarak ayrimi saglanmis fakat ayni izolatlarin patotip ayrimi ile
bir korelasyon bulunamamistir. Bunun yani sira ¢aligmada kullanilan 130 izolata ait
DNA’lar Hinfl enzimi yardimu ile kesilmis ve *°P ile isaretlenmis olan (CAA)s, (CA)s,
(GA)s, (GAA)s ve (GATA), problar ile testlenmistir. Elde edilen toplam 153 bant
pozisyonunun verisini kullanilarak yapilan cluster analizi sonucu olusturulan
dendrogram neticesinde izolatlar 46 farkli genotip igerisinde siniflandirilmistir.
Izolatlarin dendrogramdaki genotip gruplandirmast ile izolatlarin temin edildigi cografik
bolge ve izolatlarin patotip gruplandirmasi arasinda bir korelasyonun varlig

belirlenmistir.
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Santra et al. (2001), Hindistan’dan 37, Amerika Birlesik Devletleri’nden 5, Suriye’den
3 ve Pakistan’dan 2 olmak {iizere elde ettikleri 47 A. rabiei izolati ve 76 primer ile
RAPD analizi amaci ile 6n galismalar yiiriitmiislerdir. Degerlendirilebilir polimorfik
bant olusturan 22 primer ile elde edilen verilerin cluster analizi sonucunda olusturulan
dendrogramda Hindistan’dan elde edilen 37 izolatin diger izolatlardan ayrildig1 ve
Hindistan izolatlarinin da alindig1 cografik bolgelere gore 2 biiyiik guruba ayrildigi
tespit edilmistir. Ayrica diger izolatlarin da temin edildikleri iilkeleri ile
dendrogramdaki pozisyonlar1 arasinda yiiksek bir korelasyon bulunmustur. Calismada
kullanilan UBC756 primeri, izolatlar arasinda polimorfizim saglamasi agisindan en
faydali bulunmustur ve ayrica bu primer Hindistan izolatlarina spesifik 1.6 kp bir bant
olusturarak diger iilkelere ait izolatlardan ayrilmalarini saglamistir. Analizler sonucu
olusan genotip gruplari ile izolatlarin patotip gruplart arasinda herhangi bir korelasyon

bulunamamastir.

Phan et al. (2003), Avustralya’nin farkli bolgelerinden elde ettikleri A. rabiei izolatlarini
19 STMS (Sequence-Tagged Microsatellite Site) primer ¢ifti kullanarak yaptiklari
calismada populasyonlarin allel frekansinda Onemli farkliliklar bulunamamustir.
Molekiiler varyans analizi (Analysis of Molecular Variance, AMOVA) ile Avustralya
populasyonlarinda tespit edilen gen farklihginin olduk¢a diisiik bir seviyesinin
(Ht=0.02) populasyonlar igerisindeki genetik farkliliklardan kaynaklandigini, bununla
birlikte genetik farkliliginin ¢ok biiyiik bir kisminin (%92) alt populasyonlar arasindaki
genetik varyasyondan kaynaklandigi tespit etmislerdir. Ayrica bu c¢aligmada farkli
tilkelerden elde edilen izolatlar arasinda yiiksek (%22) bir genetik farklilik tespit edilmis
ve Kanada izolatlarinin, Amerika Birlesik Devletleri izolatlar1 ile arasindaki genetik
benzerligin Suriye ve Avustralya izolatlar1 arasindakine gore daha yiliksek oldugunu

tespit etmislerdir.

Chongo et al. (2004), Kanada’nin Saskatchewan Bolgesi’nden 39, Suriye’den 6,
Avustralya’dan 5, Amerika Birlesik Devletleri’nden 5, Tiirkiye’den 2 ve Hindistan’dan
2 olmak iizere toplam 59 A. rabiei izolati, Ascochyta pinodes’in 2 izolat1 ve Ascochyta
lentis’in 7 izolatim1 kullanarak aralarindaki genetik farkliliklari tespit etmek amaci ile

RAPD analizi yapmislardir. Bu 68 izolat ile 6n c¢alismalarda kullanilan 77 primerden
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degerlendirilebilir bantlar olusturan 8 primer testlenmistir. Elde edilen bant verilerine gore
yapilan cluster analizi ile olusturulan dendrogramda 2 Ascochyta pinodes izolat1 ve 7
Ascochyta lentis izolatinin A. rabiei izolatlarindan ayrildigi goriilmiistiir. A. rabiei
izolatlarindan ise Avustralya’dan elde edilen 5 izolatin, Tiirkiye’den elde edilen 2
izolatin, Amerika Birlesik Devletleri’nden elde edilen 5 izolatin 3’{iniin, Suriye’den elde
edilen 6 izolattan 3’{iniin ve 1 Hindistan izolatinin kendilerine ait gruplara ayrildig: ve
izolatlarin cografik bolgeleri ile dendrogramdaki pozisyonlar1 arasinda bir korelasyonun
oldugu goriilmiistiir. Calismada ayrica Kanada’dan elde edilen 39 A. rabiei izolat1 ile
yapilan ¢alismada 14 patotip grup tespit edilmis fakat belirlenen bu patotip gruplari ile

izolatlarin dendrogramdaki pozisyonlari arasinda bir korelasyon bulunamamustir.

Tunus’un 5 farkli nohut ekilis bolgesinden elde edilen A. rabiei izolatlar1 arasindaki
genetik farkliliklar1 Simple Sequence Repeat (SSR) ve Mating Type PCR (MAT-PCR)
ile inceleyen Rhaiem et al. (2008), Tunus’daki MAT 1-2 izolatlarnin MAT 1-1
izolatlarina gore daha diisiikk bir genetik ve genotipik farkliliga sahip oldugunu tespit
etmislerdir. Elde edilen veriler ile yapilan cluster ve populasyon analizleri sonucunda,
Nabeul ve Kef populasyonlari ile Beja, Bizerte ve Jendouba populasyonlar1 arasinda
onemli genetik farkliliklarin (Gs1=0.28) bulundugu tespit edilmistir. Varyans analizi
sonucunda tespit edilen genetik farkliligin biiylik bir kisminin, %70’den fazlasinin
populasyon igerisindeki farkliliklardan kaynaklandigi ve diisiik bir kisminin ise (%28)
populasyonlar arasindaki farkliliklardan kaynaklandig: tespit edilmistir.

Chang et al. (2008), Kanada’nin Alberta Bolgesi’nin giineyindeki nohut ekilis
alanlarindan elde ettikleri 58 A. rabiei izolati arasindaki genetik farkliligi ortaya
koymak amaci i¢in ylriittiikleri RAPD analizinin 6n caligmalarinda 28 primer ile
izolatlan testlemiglerdir. Bu primerlerden degerlendirilebilir polimorfik bant veren 6
primer ile RAPD analizi yiiriitiilmiis ve elde edilen bant verilerinin degerlendirilmesi ile
yapilan cluster analizi sonucu olusturulan dendrogramda izolatlarin 5 ana genotip
grubuna ayrildigr goriilmiistiir. Bu calismada da genotip gruplandirmasi ile izolatlarin

onceden tespit edilen patotip gruplar1 arasinda bir korelasyon tespit edilememistir.
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2.3 Funguslarla {lgili Yiiriitilen ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)
Cahismalan

ISSR teknigi karsit iplik¢iklerde bulunan iki ayr1 microsatellite tekrar bolgesi arasindaki
DNA segmentinin amplifikasyonuna dayanan bir PCR metodudur. Random amplified
microsatellite-technique (RAMS), Microsatellite-primed PCR (MP-PCR) gibi farkli
isimler de wverilen bu yontemin genetik farkliliklarin arastirilmasinda, genom
haritalamasinda, filogenetik arastirmalarda olduk¢a faydali bilgiler sagladig
bildirilmektedir. Bugiine kadar pek ¢ok farkli fungustaki genetik farkliliklari tespit
etmek i¢in kullanilmasma ragmen A. rabiei izolatlar1 arasindaki genetik farkliliklar

tespit etmek i¢in kullanildigina dair herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadir.

Grunig et al. (2001), agag¢ koklerinde endofitik olarak bulunan Phialocephala fortinii ve
spor vermeyen Tip 1 izolatlarin1 ISSR analizi ile incelemislerdir. Bu izolatlardan 0.32-
4.1 kb arasinda degisen biiyiikliiklerde 92 fragment amplifiye edilmis ve bunlarin
%92.4’{inlin polimorfik oldugu tespit edilmistir. Bu arastiricilar P. fortinii izolatlarinda
yiiksek bir intraspesifik varyasyonun oldugunu ve ISSR analizinin tiir veya taksona
spesifik markerlar gelistirmek ve populasyon genetiginin incelenmesi igin oldukca

faydali olabilecegini bildirmislerdir.

Soya fasulyesinde kahverengi govde ciiriikliigiine sebep olan Phialophora gregata
izolatlar1 ile yapilan ISSR ve AFLP analizlerinde elde edilen toplam 121 fragmentten
%54 linlin polimorfik oldugu ve ISSR analizinin genetik farklilig1 tespit etmede AFLP
yonteminden daha hassas oldugu bildirilmistir (Meng and Chen 2001).

Botryosphaeria spp.nin Hyala ve Brunnea seksiyonlarina ait 10 farkli tiiriinii ISSR
yontemi ile inceleyen Zhou et al. (2001), bes primer ile bu izolatlardan 0.2-1.65 kb
arasinda degisen biiylikliiklerde toplam 171 fragmentin amplifiye oldugunu tespit
etmislerdir. Ayrica elde edilen verinin cluster analizi sonucunda benzer morfolojik
yaptya veya Internal Transcribed Spacer (ITS) sekansina sahip olan funguslarin

ayriminda ISSR analizinin faydali oldugu belirtilmistir.
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Han et al. (2002), entomopatojen bir fungus olan Nomuraea rileyi izolatlar1 arasindaki
filogenetik iligkiyi arastirmak i¢in ISSR analizinden yararlanmiglardir. On iki
microsatellite primer kullanilarak 83 polimorfik bandin degerlendirildigi bu ¢alismada
farkli bolgelerden elde edilen N. rileyi izolatlar1 diger Nomuraea spp.’den ayrilarak
birka¢ farkli grup igerisinde toplanmistir. Ancak cografik bolge ve konuk¢u dagilimi

bakimindan izolatlar arasinda bir iliski g6zlenmemistir.

Mishra et al. (2003), farkli cografik bolgelerden elde edilen Fusarium culmorum
populasyonlarindaki  genetik  yapiy1 incelemek igin ISSR  markerlarindan
faydalanmiglardir. ISSR analizi ile elde edilen 30 polimorfik (%80) bandin
degerlendirilmesi sonucu F. culmorum’un 75 izolat1 7 farkli grup icerisinde 59 genotipe
ayrilmistir. Ayrica ISSR analizi ile F. culmorum izolatlarinda goriilen farkliligin klonal

olmayip rekombinasyon sonucu olusmus olabilecegini bildirmislerdir.

Mishra et al. (2004), Kanada’nin farkli bdlgelerinden elde edilen Fusarium
graminearum populasyonlarindaki genetik yapiyr incelemislerdir. Sekiz ISSR
primerinden elde edilen 158 polimorfik bandin degerlendirildigi bu calismada 70
F.graminearum izolat1 arasinda 4 farkli grubun bulundugu tespit edilmistir. Ayrica bu
gruplandirma ile populasyonlarin cografik dagilimi arasinda kismen de olsa bir
benzerlik oldugu ve populasyonlar arasindaki varyansin %2.77, populasyonlar igindeki

PR

varyansin ise %97.23 arasinda degistigi tespit edilmistir.

Lu et al. (2004), on iki farkli aga¢ tiiriinde endofitik olarak bulunan farkli
Colletotrichum ve Glomerella izolatlarin1 ISSR ve RAPD analizi ile karsilastirmislardir.
BBD(AAC)s ve BDB(ACA)s primerleri kullanilarak yapilan ISSR analizinde 0.15-4.08
kb biiyiikliigiinde, RAPD analizinde ise 0.1-2 kb biiyiikliigiinde fragmentler amplifiye
edilerek her iki yontemde de test edilen izolatlar 8 farkli gruba ayrilmistir. Ancak

konukcu 6zellesmesi ile izolatlarin dagilimi arasinda bir iligki tespit edilememistir.

Citrus tiirlerinde hastaliga sebep olan Phoma tracheiphila’nin 36 Italyan izolatim 12

RAPD ve 7 microsatellite primeri kullanarak inceleyen Balmas et al. (2005) bu
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izolatlarin genetik olarak homojen oldugunu ve test edilen tim primerlerle ayni
amplifikasyon iriinliinii olusturduklarint belirtmiglerdir. Ancak bu izolatlarin diger

Phoma tiirlerinden ayrimi bu yontemlerle saglanabilmistir.

Hindistan ve ABD’de yetistirilen soya fasulyesi ve pamuk bitkilerinde komiir
clirikliigiine sebep olan Macrophomina phaseolina populasyonlarindaki genetik
farklilig1 incelemek igin basit sekans tekrarlarindan (microsatellite marker) yararlanan
Jana et al. (2005) microsatellitelerin populasyon arastirmalarinda ve spesifik
markerlarin tespit edilmesinde olduk¢a faydali oldugunu bildirmislerdir. (ACTG)a,
(GACAC), ve (CAC)s primerleri kullanilarak yapilan ISSR analizi ile test edilen
izolatlar arasinda 250-3500 bp arasinda degisen biyikliiklerde polimorfizim
goriilmiistiir. Bu calisma ile soya fasulyesi izolatlar1 iki gruba ayrilmis pamuktan elde

edilen izolatlar ise tek grup icerisinde toplanmustir.

Tosun et al. (2007), Ege Bolgesi’ndeki farkli domates yetistirme alanlarindan temin
ettikleri ve domateste mildiyo hastaligina sebep olan Phytophthora infestans‘in 25
izolat1 arasindaki genetik farkliliklart 20 RAPD ve 18 ISSR primeri kullanarak
aragtirmislardir. Analizler sonucunda izolatlar arasinda yiiksek bir genetik farkliligin
bulundugunu ve izolatlarin cluster analizi sonucunda elde edilen dendrogramda mating
type ayrimi ile uyumlu olarak 2 farkli grubun ayrildigini tespit etmislerdir. Ayrica farkli
populasyonlar arasindaki genetik farkliligin 0.002 ile 0.29 arasinda degistigini tespit

etmislerdir.

Nghia et al. (2008), kauguk agaclarinda hastaliga sebep olan Corynespora cassiicola
izolatlar1 arasindaki morfolojik ve genetik farkliliklar1 incelemek amaci ile 1998-2005
yillar1 arasinda Malezya’nin degisik bolgelerinden elde ettikleri 21 C. cassiicola izolati
ile ISSR ¢alismasi1 yiiriitmiislerdir. Calismada 8 primer kullanilmig ve 97’si izolatlar
arasinda polimorfik olmak tizere toplam 106 bant amplifiye edilmistir. Elde edilen bant
verilerinin cluster analizleri sonucunda olusturulan dendrogramda izolatlarin iki farklh
gruba ayrildig1 ve bu ayrimin izolatlarin belirlenen 1irk ayrimi ile uyumlu oldugu tespit

edilmistir.
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Moreno et al. (2008), bugdayda hastaliga sebep olan Pyrenophora tritici-repentis
izolatlar1 arasinda genetik farklilig1 incelemek amaci ile 2000-2003 yillar1 arasinda elde
ettikleri 37 P. tritici-repentis izolat1 i¢in ISSR ¢alismas1 yiiriitmiislerdir. 28 primer
icerisinde polimorfik ve degerlendirilebilir bant olusturan 5 primer ((CAA)s,
GAG(CAA)s, (AG)sTA, (GA)sACC, ve (GAG)sCAG) ile 43’1 (%69) polimorfik olmak
tizere toplam 62 bant olusturmustur. Bant verilerinin analizleri sonucu elde edilen
dendrogramda izolatlar arasinda 36 farkli haplotip bulundugunu ve izolatlarin iki gruba
ayrildigini tespit etmislerdir. Bu gruplandirma ile izolatlarin temin edildigi bolge ve

tespit edilmis olan patotip gruplari arasinda bir iligki ise tespit edilememistir.

Bayraktar et al. (2008), iilkemizin nohut ekim alanlarinda goriilen Fusarium oxysporum
izolatlar arasindaki genetik farkliliklart 30 RAPD ve 20 ISSR primeri kullanarak
incelemislerdir. Bu izolatlar arasinda 3 farkli grubun bulundugu ve her iki yontemin de
fungus populasyonlar arasindaki genetik varyasyonu incelemek igin oldukga faydal

oldugu tespit edilmistir.

24



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Ascochyta rabiei izolatlarimin Temini

Calismalarda kullanilan A. rabiei izolatlart ASCORAB (European Union ICA-4-CT-
2000-30003) projesi kapsaminda elde edilen ve Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Bitki Koruma Boliimii kiiltlir koleksiyonlarinda bulunan izolatlar arasindan secilmistir
(Cizelge 3.1). Akdeniz Bolgesi’'nden 6 (2 Antalya, 2 Burdur, 2 Kahramanmaras), Ege
Bolgesi’nden 13 (1 Afyon, 7 Denizli, 5 Usak), Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nden 25
(11 Adiyaman, 13 Diyarbakir, 1 Sanlurfa), I¢ Anadolu Bolgesi’nden 28 (16 Ankara, 4
Eskisehir, 2 Kayseri, 3 Kirsehir, 1 Sivas, 2 Yozgat) ve Karadeniz Bolgesi’'nden 9 (4
Amasya, 4 Corum, 1 Tokat), olmak iizere toplam 81 izolat ile ¢alisma yiiritiilmistiir
(Sekil 3.1). Izolat se¢imi daha &nce béliimiimiizde yiiriitiilen yiiksek lisans calismasinda

tespit edilen 17 patotip grubunu temsil edecek sekilde segilmistir (Babaliogullu 2004).

Ankara-16 2
Eskisehir-4 @ Yozg:t
o

Kirsehir-1
°

Sekil 3.1 Ascochyta rabiei izolatlarinin temin edildigi bolgelere gore dagilimi
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan 81 adet Ascochyta rabiei izolatinin temin edildigi
illere ve patotip gruplarina gore dagilimi (Babaliogullu 2004, Turkkan

2008)

Sira no Izolat Ad1 | Temin Edildigi il g?ﬂ%ﬁ:& g ritgalf*
1 adi-1 Adiyaman 1 1
2 adi-12 Adiyaman 1 1
3 adi-2 Adiyaman 2 1
4 adi-3 Adiyaman 1 1
5 adi-7 Adiyaman 9 -
6 adi-4 Adiyaman 2 3
7 adi-8 Adiyaman 1 3
8 adi-10 Adiyaman 2 -
9 adi-11 Adiyaman 1 -

10 adi-13 Adiyaman 16 -
11 adi-9 Adiyaman 1 -
12 af-1 Afyon 4 1
13 ama-2 Amasya 1 1
14 ama-3 Amasya 11 1
15 ama-1 Amasya 1 3
16 ama-5 Amasya 9 -
17 ank-10 Ankara 17 1
18 ank-14 Ankara 7 1
19 ank-17 Ankara 13 1
20 ank-18 Ankara 10 1
21 ank-3 Ankara 1 1
22 ank-11 Ankara 9 3
23 ank-12 Ankara 3
24 ank-6 Ankara 16 3
25 ank-7 Ankara 1 3
26 ank-1 Ankara 2 -
27 ank-13 Ankara 1 -
28 ank-15 Ankara 2 -
29 ank-16 Ankara 1 -
30 ank-4 Ankara 14 -
31 ank-5 Ankara - -
32 ank-9 Ankara 1 -
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan 81 adet Ascochyta rabiei izolatinin temin edildigi
illere ve patotip gruplarina gore dagilimi (Babaliogullu 2004, Turkkan
2008) (devam)

33 ant-1 Antalya 1 1
34 ant-3 Antalya 1 1
35 bur-1 Burdur 1 3
36 bur-2 Burdur 1 -
37 cor-1 Corum 17 1
38 gor-4 Corum 13 1
39 gor-3 Corum 1 3
40 gor-5 Corum 1 -
41 dez-9 Denizli 1 1
42 dez-5 Denizli 3 2
43 dez-1 Denizli 5 3
44 dez-2 Denizli 2 3
45 dez-6 Denizli 2 -
46 dez-7 Denizli 1 -
47 dez-8 Denizli 2 -
48 diy-14 Diyarbakir 5 1
49 diy-3 Diyarbakir 16 1
50 diy-8 Diyarbakir 17 1
51 diy-11 Diyarbakir 10 3
52 diy-12 Diyarbakir 1 3
53 diy-6 Diyarbakir 16 3
54 diy-1 Diyarbakir 10 -
55 diy-10 Diyarbakir 2 -
56 diy-13 Diyarbakir 1 -
57 diy-15 Diyarbakir 1 -
58 diy-2 Diyarbakir 12 -
59 diy-7 Diyarbakir 1 -
60 diy-9 Diyarbakir 1 -
61 esk-1 Eskisehir 1 1
62 esk-2 Eskisehir 3 1
63 esk-5 Eskisehir 6 1
64 esk-6 Eskisehir 17 1
65 km-2 K.maras 17 1
66 km-1 K.maras -
67 kay-1 Kayseri 1 2
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan 81 adet Ascochyta rabiei izolatinin temin edildigi

illere ve patotip gruplarina gore dagilimi (Babaliogullu 2004, Turkkan
2008) (devam)

68 kay-2 Kayseri 8 1
69 kir-3 Kirsehir 1 1
70 kir-4 Kirsehir 1 1
71 kir-1 Kirsehir 1 -
72 siv-1 Sivas 15 3
73 tok-1 Tokat 2 1
74 urf-1 Sanliurfa 3 2
75 usk-1 Usak 1 1
76 usk-4 Usak 3 1
77 usk-5 Usak 1 1
78 usk-2 Usak - 3
79 usk-7 Usak 15 -
80 yoz-2 Yozgat 16 1
81 yoz-1 Yozgat 13 3

* Babaliogullu 2004’¢ gore patotip grubu
** Turkkan 2008’e gore patotip grubu

3.2 DNA izolasyonu

Ascochyta rabiei izolatlarinin DNA izolasyonu Weising et al. (1991) metodu modifiye
edilerek gergeklestirilmistir. Bu amagla fungus izolatlarinin gelistirilmesinde Cheakpea
Seed Meal Dekstroz Agar (CSMDA: 40g nohut unu, 20g dekstroz, 20g agar ve 1l saf
su) kullamlmistir (Gowen 1986). izolatlar CSMDA ortaminda 12 saat aydimlik (yakin
ultraviyole 1s1k) 12 saat karanlik periyot ve 22+1°C’sicaklik igeren inkiibasyon odasinda
15 giin siireyle gelistirilmistir. Gelisen kiiltiirlerden alinan 0.7 cm capinda 5 adet
kiiltirel diski 100 ml Potato Dextrose Broth (PDB, Difco) ortami igeren 250 ml’lik
erlenmayerlere aktarilmis ve inkiibatorlii orbital shaker’da (150 rpm, 25£1°C) 7 giin
siireyle gelistirilmistir. PDB ortaminda gelistirilen funguslar miracloth bezi kullanilarak
sliziilmiis ve s1v1 nitrojen igeren porselen havanlarda iyice ezilerek 1.5 ml’lik eppendorf
tiplere aktarilmistir. Bu islemden sonra her tiipe 500 pl %2’lik Cetyl Trimethyl
Ammonium Bromide ekstraksiyon buffer1 (CTAB: 2 g, 200 mM Tris-HCI pH:8.0, 0.7
M NaCl, 25 mM EDTA) konularak siispanse oluncaya kadar karistirilmistir. Daha sonra

elde edilen ekstrakt niikleik asitleri parcalamak amaciyla 65°C’de 1 saat inkiibasyona

28



birakilmistir. Bu inkiibasyon periyodundan sonra eppendorf tiiplere esit hacimde
fenol:kloroform (25:24 v/v, AppliChem Darmstadt, Germany) eklenerek 13000 g’de 1
saat santrifiij (Sigma 3K30) yapilmustir. Ustte toplanan stvinin 400 pl’si yeni eppendorf
tiiplere aktarilarak tizerine 25 pul RNase A (10 mg/ml, AppliChem Darmstadt, Germany)
ilave edilmistir. 37°C’de yarim saat inkiibasyondan sonra 250 pl kloroform:isoamilalkol
(24:1 v/v, AppliChem Darmstadt, Germany) eklenerek 15 dakika santrifiij edilmistir.
Ustte toplanan sivi yeniden temiz eppendorf tiiplere alinarak iizerine esit hacim
isopropanol eklenmistir. Bir saat veya tiim gece -20°C’de inkiibasyondan sonra 5 dakika
santrifiij uygulanarak tiipiin dip kisminda toplanan DNA pelleti 100 ul %70’lik etil alkol
ile yikanarak ortam kosullarinda kurutulmustur. Daha sonra elde edilen DNA pelleti 25-
50 pl steril bi-destile (d,H,0) su ile siispanse edilerek -20°C’de saklanmustir.

Elde edilen genomik DNA, konsantrasyon tayini ig¢in (2 ul DNA 6rnegi + 2 pl loading
buffer + 6 pl dyH,O) %0.8’lik agaroz jelde 1 saat elektroforez yapilarak farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan A DNA (MBI Fermentas GmbH, Germany) ile
karsilagtiritlmistir. Daha sonra 6rnek DNA’lan steril bi-d,H,O ile son hacimde 25-50

ng/ul olacak sekilde seyreltilmistir.

3.3 Ascochyta rabiei Izolatlarmin Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)
Yontemi ile Analizi

RAPD analizi modifiye edilerek Williams et al. (1990) yontemine gore
gerceklestirilmistir. RAPD analizinde Operon firmasina (Operon Technologies,
Alameda, CA, USA) ait degisik setlerinden rastgele segilen 54 farkli oligoniikleotit
primer kullanilmistir (Cizelge 3.2). PCR reaksiyonlari; 0.125 mM dNTPs, 0.32 uM
primer, 1.5 mM MgCl;, 10 mM Tris-HCI pH 8.8, 50 mM KCI, 0.8 %Nonident P40, 0.6
U Tag DNA polimeraz (MBI Fermentas GmbH, Germany) i¢eren 25 pl’lik hacimlerde
gerceklestirilmistir. DNA amplifikasyonu ise 94°C’de 20 saniye, 36°C’de 1 dakika,
72°C’de 1 dakika 40 dongii ve en son dongiiden sonra 72°C’de 8 dakika olacak sekilde
programlanan thermocyclerda (Techne Progene) gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.2 Ascochyta rabiei izolatlarinin RAPD analizinde kullanilan primerler

Primer Primerlerin baz dizileri Primer Primerlerin baz dizileri

Kodu Kodu

OPB-07 5’-GGTGACGCAG-3’ OPN-02 5’-ACCAGGGGCA-3’
OPD-06 5’-ACCTGAACGG-3’ OPN-03 5’-GGTACTCCCC-3’
OPD-18 5’-GAGAGCCAAC-3’ OPN-04 5’-GACCGACCCA-3’
OPG-02 5’-GGCACTGAGG-3’ OPN-05 5’-ACTGAACGCC-3’
OPG-11 5’>-TGCCCGTCGT-3’ OPN-06 5’-GAGACGCACA-3’
OPG-15 5’-ACTGGGACTC-3’ OPN-07 5’-CAGCCCAGAG-3’
OPG-17 5’-ACGACCGACA-3’ OPN-08 5’-ACCTCAGCTC-3’
OPG-20 5’-TCTCCCTCAG-3’ OPN-09 5’-TGCCGGCTTG-3’
OPH-03 5’-AGACGTCCAC-3’ OPN-10 5’-ACAACTGGGG-3’
OPH-04 5’-GGAAGTCGCC-3’ OPN-11 5’-TCGCCGCAAA-3’
OPH-06 5’-ACGCATCGCA-3’ OPN-12 5’-CACAGACACC-3’
OPH-07 5’-CTGCATCGTG-3’ OPN-13 5’-AGCGTCACTC-3’
OPH-09 5’-TGTAGCTGGG-3’ OPN-14 5’-TCGTGCGGGT-3’
OPH-12 5’-ACGCGCATGT-3’ OPN-15 5’-CAGCGACCTG-3’
OPH-13 5’-GACGCCACAC-3’ OPO-03 5’-CTGTTGCTAC-3’
OPJ-02 5’-CCCGTTGGGA-3’ OPO-08 5’-CCTCCAGTGT-3’
OPJ-03 5’-TCTCCGCTTG-3’ OPP-02 5’-TCGGCACGCA-3’
OPJ-08 5’-CATACCGTGG-3’ OPP-14 5’-CCAGCCGAAC-3’
OPJ-10 5’-AAGCCCGAGG-3’ OPR-08 5’-CCCGTTGCCT-3’
OPJ-12 5’-GTCCCGTGGT-3’ OPR-17 5’-CCGTACGTAG-3’
OPJ-19 5’-GGACACCACT-3’ OPT-07 5’-GGCAGGCTGT-3’
OPM-03 | 5’-GGGGGATGAG-3’ OPT-17 5’-CCAACGTCGT-3’
OPM-11 5’-GTCCACTGTG-3’ OPZ-02 5’-CCTACGGGGA-3’
OPM-15 5’-GACCTACCAC-3’ OPZ-03 5’-CAGCACCGCA-3’
OPM-19 5’-CCTTCAGGCA-3’ OPZ-09 5’-CACCCCAGTC-3’
OPM-20 5’-AGGTCTTGGG-3’ OPZ-10 5’-CCGACAAACC-3’
OPN-01 5’-CTCACGTTGG-3’ OPZ-20 5’-ACTTTGGCGG-3’

3.4 Ascochyta rabiei Izolatlarimin Inter-Simple Sequence-Repeat (ISSR) Yontemi
ile Analizi

ISSR analizi modifiye edilerek Rathaparkhe et al. (1998)’in yontemine gére yapilmistir.
Amplifikasyon i¢in farkli uzunluklarda (17-20 bp) ve tekrarlanan sekans dizilislerine
sahip olan 30 primer kullanilmistir (Cizelge 3.3). Her bir primer i¢in G/C igerigine bagh

olarak uygun Annealing sicaklig1 (temperature annealing: Ta) tespit edilmistir.
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Cizelge 3.3 Ascochyta rabiei izolatlarinin ISSR analizinde kullanilan primerler ve
annealing (Ta) sicaklik degerleri

Primer

Kodu Primer Primerlerin baz dizileri (Ta) %G+C
Gl DHB(CGA)s 5’-DHB CGA CGA CGA CGA CGA-3’ 56°C 63
G2 YHY(GT);G 5’-YHY GT GT GT GT GT GT GT G-3° 52°C 51.8
G3 BDB(ACA)s 5’-BDB ACA ACA ACA ACA ACA-3’ 56°C 37.1
G4 BBD(AAC)s 5’-BBD AAC AAC AAC AAC AAC-3’ 54°C 37.1
G5 DVD(AAG)s 5’-DVD AAG AAG AAG AAG AAG-3° 56°C 35.2
G6 (GT)sA 5’-GTGTGT GTG TGT GTG TA-3’ 46°C 47.1
G7 (GC)sA 5’-GCG CGC GCG CGC GCG CA-3 54°C 94.1
G8 (GC)sC 5’-GCG CGC GCG CGC GCG CC-3° 56°C 100
G9 (CG)sA 5’-CGC GCG CGC GCG CGC GA-3 54°C 94.1

G10 DDB(CCA)s 5’-DDB CCA CCA CCA CCA CCA-¥ 56°C 62.9
Hrl (AG)sG 5’-AGA GAG AGA GAG AGA GG-3’ 52°C 52.9
Hr2 (GA)sT 5’-GAG AGA GAG AGA GAG AT-3’ 50°C 47.1
Hr3 (GA)sC 5’-GAG AGA GAG AGA GAG AC-3° 52°C 52.9
Hr4 (AC)sT 5’-ACA CAC ACACACACACT-® 52°C 47.1
Hr5 (AG)sYT 5’-AGA GAG AGA GAG AGA GYT-3’ 52°C 47.2
Hr6 (AG)sYC 5’-AGA GAG AGA GAG AGA GYC-3’ 54°C 52.8
Hr7 (GASYT 5’-GAG AGA GAG AGA GAG AYT-3’ 52°C 47.2
Hr8 (GA)gYC 5’-GAG AGA GAG AGA GAG AYC-3’ 52°C 52.8
Hr9 (CA)RT 5’-CAC ACA CAC ACA CAC ART-3’ 52°C 47.2

Hr10 (AC)sYT 5’-ACA CAC ACA CAC ACACYT-3’ 52°C | 47.2

Hri1 (AC)sYA 5°-ACA CAC ACA CAC ACA CYA-3’ 56°C | 47.2

Hrl2 (ATG)s 5’-ATG ATG ATG ATG ATG ATG -3’ 50°C 33.3

Hrl3 BHB(GA), 5’-BHB GAG AGA GAG AGA GA-3’ 52°C 51
Sd1 (GC)YR 5’-GCG CGC GCG CGC GCG CGC YR-3? 55°C 95
Sd2 (AC)RY 5’-ACA CAC ACA CAC ACA CACRY-3’ 54°C 50
Sd3 (GA)RY 5-GAG AGA GAG AGA GAG AGARY-3’ | 54°C 50
Sd4 (AT)YR 5’-ATATAT ATATAT ATATAT YR-3’ 36°C 5
Sd5 (TG)sRT 5’-TGT GTG TGT GTG TGT GRT-3’ 53°C 47.2
Sd6 (AG)gT 5’-AGA GAG AGA GAG AGA GT-3° 56°C 47.1
Sd7 (CT)sRG 5>-CTCTCT CTCTCT CTC TRG-3’ 54°C 52.8

Y=Primidin (T veya C), R=Purin (A veya G), B=C, G veya T, H=A, C veya T, D=A, G veya T ve V=A,

C veya G.
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PCR reaksiyonlart 200 uM dNTPs, 0.24 uM primer, 2.5 mM MgCl,, 10XTAE (0.4M
Tris-HCI, 10mM EDTA) reaksiyon bufferr, 1 U Tag DNA polimeraz (MBI Fermentas
GmbH, Germany) igeren 25 ul’lik hacimlerde 94°C’de 30 saniye, primerlerin G+C
icerigine bagli olarak belirlenen annealing sicakliginda (Ta) 30 saniye, 72°C’de 2
dakika 35 dongii sonra 72°C’de 10 dakika olacak sekilde olacak sekilde programlanan

thermocyclerda (Techne Progene) gergeklestirilmistir.

3.5 Agaroz Jel Elektroforezi

Amplifiye edilen PCR firiinleri %1.4°liik agaroz jelde elektroforetik olarak ayrima tabi
tutulmustur. Agaroz jelin hazirlanmasinda ve elektroforez tankinda tampon ¢ozeltisi
olarak 1XTAE (40 mM Tris-acetate, ImM EDTA) kullanilmistir (Sambrook et al.
1989). Elde edilen bantlarin molekiil agirliklarinin belirlenmesinde marker olarak
GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus (MBI Fermentas GmbH, Germany) kullanilmistir.
Elektroforez islemi 100 V’da 2 saat siireyle gerceklestirilmistir. Islem bittikten sonra
agaroz jel ethidium bromide (1 mg/ml) ile boyanarak UV 1sik altinda incelenmis ve bio-
imaj bilgisayar sistemi (Syngene, Cambridge UK) kullanilarak fotograflar
kaydedilmistir.

3.6 Verilerin Analizi ve Degerlendirilmesi

Denemelerde kullanilan tiim izolatlarin PCR analizleri farkli zamanlarda en az iki kez
tekrarlanmis ve tekrarlanabilirligi olan bantlar degerlendirmeye alinmistir. Farkl
primerlerle amplifikasyon sonucu elde edilen polimorfik bantlar NTSYS ver. 2.02
(Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis) software programi kullanilarak bir
araya getirilerek degerlendirilmistir (Rohlf 1998). Her primer tarafindan olusturulan
belirli molekiiler agirhiga sahip bantlar 0 (yok) ve 1 (var) olarak kodlanmis ve
rectangular matriks verisi kullanilarak degerlendirilmistir. Daha sonra Similarity for
qualitative data (SIMQUAL) programi kullanilarak Dice’in metodu (Sij=2a/(2a+b+c))
ile 1zolatlar arasindaki benzerlik matriksi olusturulmustur. Elde edilen benzerlik

katsayist ve Unweighed Pairgroup Method with Aritmetic Average (UPGMA)
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yardimiyla dendrogram olusturularak izolatlar arasindaki genetik akrabalik
degerlendirilmistir (Sneath and Sokal 1973). RAPD ve ISSR verileri bireysel ve birlikte
degerlendirilerek yapilan cluster analizinin gegerliligi, olusturulan dendrogramlar
arasindaki farkliligi degerlendirmek i¢in her dendrogramdan hesaplanan kofenetik

matriks degerleri Mantel testi kullanilarak analiz edilmistir.

Ascochyta rabiei populasyonlar: arasindaki genetik farkliliklarin degerlendirilmesinde
ise farkli yontemler izlenmistir. ilk olarak populasyonlardaki Nei (1973) ’iin gen
farkliliklar1 (h), Shannon indeksi (I), total gen farkliligi (Hy), populasyonlar igindeki
gen farkliliklarinin orani (Hs), tiim populasyonlar arasindaki genetik farkliliklarin orani
(Gst) ve toplam gen akist (Nym) Popgene 3.2 (Yeh and Boyle 1997) programi
kullanilarak hesaplanmistir. Tiim populasyon c¢iftleri arasindaki genetik benzerlik ve
uzaklik oranlar1 Nei (1972)’e gore hesaplanmis ve TFPGA (Tools for Population
Genetic Analysis version 1.3) (Miller 1997) programi kullanilarak UPGMA cluster
analizi ile populasyon farkliliklari karsilastirilmistir.  Ayrica populasyonlardaki
molekiiler varyasyon kaynaklarinin dagilimi ARLEQUIN (Schneider et al. 2000)

programi kullanilarak tespit edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Ascochyta rabiei izolatlar1 Arasindaki Genetik Farklihgin RAPD ile Analizi

Ascochyta yanikligina neden olan A. rabiei izolatlar1 arasindaki genetik farkliliklari
ortaya koymak i¢in yiiriitiilen RAPD analizi ¢alismalarinda Operon firmasina ait degisik
kitlerden 54 adet oligoniikleotit primer kullanilmistir (Cizelge 3.2). Bu primerlerden 46
tanesi test edilen A. rabiei izolatlar1 igin monomorfik bant olusturmasi veya
degerlendirilebilir temiz bantlar olusturmamasi nedeniyle elemine edilmistir. Diger 8
primer (OPG-2, OPJ-10, OPM-3, OPM-15, OPH-2, OPN-2 ve OPB-7) ise A. rabiei
izolatlarinin farkli genotip gruplarina ayrilmasini saglayan degerlendirilebilir polimorfik

fragmentler amplifiye etmistir (Sekil 4.1).

RAPD analizinde kullanilan primerlerden (OPG-2: 3, OPJ-10: 3, OPJ-19: 2, OPM-3: 3,
OPM-15: 1, OPH-2: 1, OPN-2: 2 ve OPB-7: 3) toplam 18 adet polimorfik fragmentin
(Ek.2) UPGMA algoritmasi kullanilarak dendrogram olusturulmustur. Dendrogram ile
A.rabiei izolatlar1 arasindaki genetik polimorfizimlerin ortaya g¢ikarilmasi i¢in oldukga
faydali bilgiler saglanmustir (Sekil 4.2) ve A. rabiei izolatlari i¢in gerek gruplar arasinda
gerekse grup i¢inde yiiksek bir polimorfizim oldugu goriilmiistiir. Dendrogramda,
calismada kullanilan izolatlarin 6 ana grup, 2 alt grup ve 39 genotipe ayrildigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.1).

Yapilan cluster analizinin gecerliligi, benzerlik ve kofenetik matriks degerleri
karsilastirilarak test edilmesi sonucunda dendrogram ile benzerlik matriksi arasindaki

kofenetik korelasyon katsayist r=0.7023 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.1 Ascochyta rabiei izolatlarinin; a. OPG-2, b. OPJ-10 ve c. OPJ-19
primerleri ile amplifikasyonu sonucu elde edilen RAPD profilleri.
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Cizelge 4.1 RAPD analizi sonucu elde edilen dendrogramdaki olusan gruplarin izolat ve

genotip sayilari

Gruplar izolat Sayisi Genotip Sayis1
Grup | 15 6
Grup Il 9 7

Grup llla 7 4
Grup 111 51 21

Grup I1Ib 44 17
Grup IV 4 3
Grup V 1 1
Grup VI 1 1
Toplam 81 39

Grup I; on bir farkli ilden elde edilen 15 izolattan olusan grup iki dala ayrilmistir. Ayri
birer genotip olarak ayrilan Ankara’dan temin edilen ank-5 ile Adiyaman’dan elde
edilen adi-9 izolat1 grubun bir dalin1 olustururken diger 13 izolatin diger dalda 4 farkli

genotip igerisinde yer aldiklar1 gorilmistiir.

Grup II; grup icerisindeki 9 izolat 7 farkli ilden temin edilmis olup bu izolatlardan
altisinin ayr1 birer genotipe sahip olduklar1 goriiliirken, Diyarbakir izolati olan diy-7,
Kirsehir izolat1 olan kir-1 ve Yozgat izolati olan yoz-1 izolatlarinin ayn1 genotipe sahip

olduklar1 goriilmistiir.

Grup IlI; iki biiyiik alt gruba ayrilmistir. 1. alt grup (Illa) Ankara’dan 4, Adiyaman,
Amasya ve Sanlwurfa’dan birer olmak iizere toplam 4 genotipe ayrilan 7 izolattan
olusmaktadir. 2. alt grup (IlIb) ise 17 genotipteki toplam 44 izolattan olugmaktadir. EK
olarak bu alt grupta yedi farkli ilden temin edilen 14 izolatin ayni genotipe sahip

olduklar1 goriilmiistiir.

Grup IV; her biri farkli sehirlerden (Kirgehir, Ankara, Denizli ve Kayseri) elde edilmis 3

genotipe ayrilan 4 izolattan olusmaktadir. Kayseri izolatt olan kay-2’nin diger 3
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izolattan genetik olarak ayrilarak grubun bir dalin1 olusturdugu goriiliirken grubun diger

dalinda yer alan dez-5 ve kir-4 izolatlarinin ayn1 genotipe sahip olduklar1 gorilmistiir.

Grup V; Corum’dan elde edilen ¢or-4 izolat1 diger izolatlardan ayrilarak tek basma bu

grubu olusturmustur.

Grup VI; Ankara’dan temin edilen ank-3 izolatinin ¢alismadaki diger tiim izolatlardan

yiiksek bir genetik farklilik gostererek tek bagina ayri bir grup olusturdugu gorilmiistiir.

RAPD analizi ile elde edilen polimorfizim, bu analizin A. rabiei izolatlar1 arasindaki
genetik varyasyonun ortaya konulmasinda faydali olacagini goéstermesine ragmen
izolatlarin patotip gruplarina ve bolgelere gore dagilimi ile dendrogramdaki

gruplanmalar arasinda bir iliski tespit edilememistir.

4.2 Ascochyta rabiei Izolatlar1 Arasindaki Genetik Farkhligin ISSR ile Analizi

ISSR analizinde 5’veya 3’modifiye edilmis, 2 veya 3’lii microsatellite tekrarlari tagiyan
30 primer kullanilmistir (Cizelge 3.3). Bu primerlerden G4 (BBD(AAC)s), G6
((GT)sA), Hr3 ((GA)sC) olmak tizere 3 primerden birer adet ve Hr8 ((GA)sYC)
primerinden ti¢ olmak tizere toplam 6 polimorfik fragment (EK.2) amplifiye edilmistir
(Sekil 4.3).

ISSR analizi ile elde edilen verilerin UPGMA yardimiyla ile olusturulan dendrogrami
sayesinde 81 A. rabiei izolatinin 4 farkli gruba ve 19 genotipe ayrildigi goriilmiistiir
(Sekil 4.4, Cizelge 4.2). Mantel testi ile hesaplanan orijinal benzerlik matriksi ve
kofenetik benzerlik matriksi arasindaki korelasyon katsayisi ise r=0.7813 olarak

bulunmustur.
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Cizelge 4.2 ISSR analizi sonucu elde edilen dendrogramdaki gruplarin izolat ve
genotip sayilar

Gruplar izolat Sayis1 Genotip Sayisi
Grup | 33 7
Grup 11 44 8
Grup I 3 3
Grup IV 1 1
Toplam 81 19

Grup [; 10 farkli ilden elde edilen ve 7 genotipe giren toplam 33 izolattan olustugu
gOriilmiistiir. Ankara’dan elde edilen ank-18 izolat1 ve Diyarbakir’dan elde edilen diy-6
izolat1 ayr1 birer genotip olarak ayrilirken grup icerisindeki diger 31 izolat 2-10 arasinda

degisen sayilarda olmak tizere 5 genotip igerisinde yer aldigi goriilmiistiir.

Grup II; 8 genotipe giren ve 16 farkli ilden temin edilmis olan toplam 44 izolat yer
almaktadir. Calismada kullanilan izolatlarin yarisindan fazlast bu gruba girmektedir.
Grup igerisindeki Ankara izolat1 olan ank-14, ank-4 ve Sanliurfa’dan elde edilen urf-1
izolat1 farkli genotipler olarak ayrilirken grubun diger 41 izolatinin ise 2-16 arasinda

degisen sayilarda 5 farkli genotip icerisinde yer aldig1 goriilmiistiir.

Grup III; Burdur ilinden temin edilen iki izolat ile Usak’tan elde edilen bir izolat olmak
lizere toplam 3 izolattan olustugu ve her izolatin ayr1 birer genotipe sahip oldugu
goriilmiistiir. bur-1 diger iki izolattan ayrilarak grubun bir dalin1 olustururken diger iki

izolat olan bur-2 ve usk-5 diger dalda yer almistir.

Grup 1V; Ankara’dan elde edilen ank-9 izolatinin tek basina, calismada kullanilan diger
tim izolatlardan yiliksek derecede bir genetik farklilik gostererek ayri bir grup

olusturdugu gorilmiistiir.

ISSR analizi sonucunda olusan dendrogramdaki grup sayilarinin ve izolatlarin

pozisyonlarinda RAPD analizindekine gore farkliliklar goriilmektedir. RAPD analizinde
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oldugu gibi ISSR analizinde de izolatlarin patotip gruplarina ve bolgelere gore dagilimi

ile dendrogramdaki yerlesimleri arasinda bir iligki tespit edilememistir.

4.3 Ascochyta rabiei Izolatlar1 Arasindaki Genetik Farkhihgim RAPD+ISSR ile
Analizi

RAPD+ISSR verisi birlikte kullanilarak, A. rabiei izolatlar1 arasindaki genetik
farkliligin ortaya konulmasi i¢in toplam 24 (RAPD: 18, ISSR: 6 amplifikasyon {iriinii)
polimorfik fragment degerlendirilmistir. Verilerin UPGMA analizi ile olusturulan
dendrogramda A. rabiei izolatlar1 9 farkli gruba ve 69 genotipe ayrilmistir (Sekil 4.5,
Cizelge 4.3). RAPD+ISSR analizi ile olusturulan dendrogramdaki A. rabiei
izolatlarinda bireysel analizlere gore izolatlarin yerlesiminde ve gruplardaki izolat
sayillarinda bliylik fakliliklar gozlenmistir. Ayrica RAPD ve ISSR’in bireysel
analizlerinde oldugu gibi izolatlarin patotip gruplarina ve bdlgelere gore dagilimlari ile

dendrogramdaki yerlesimleri arasinda bir iliski tespit edilememistir.

Yapilan cluster analizinin gegerliligi, benzerlik ve kofenetik matriks degerlerinin
karsilastirilarak test edilmesi sonucunda dendrogram ile benzerlik matriksi arasindaki

kofenetik korelasyon katsayist r=0.6710 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.3 Ascochyta rabiei izolatlarindan elde edilen RAPD-+ISSR verilerinin
UPGMA analizi ile olusturulan dendrogramdaki gruplara giren izolat ve
genotip sayilari

Gruplar izolat Sayisi Genotip Sayisi
Grup | 15 10
Grup Il 19 18
Grup I 26 22
Grup IV 10 8
Grup V 2 2
Grup VI 3 3
Grup VI 1 1
Grup VIII 4 4
Grup IX 1 1
Toplam 81 69

Grup [; 11 farkli ilden elde edilen ve 10 genotipe ayrilmis toplam 15 izolattan olustugu
ve iki dala ayrildig1 goriilmiistiir. Ankara’dan elde edilen ank-5 ile Adiyaman’dan elde
edilen adi-9 grubun bir dalini1 olustururken diger 13 izolat ise grubun diger dalinda yer

almstir.

Grup Il; 18 genotipe ayrilan ve 9 ili temsil eden 19 izolattan olusmaktadir. Grup
icerisinde 17 izolatin farkli birer genotip olarak ayrildigi goriilmekle birlikte
Eskisehir’den elde edilen esk-2 ve Denizli’den temin edilen dez-9 izolatinin ayni

genotipe sahip olduklar1 tespit edilmistir.

Grup III; 9 farkli ilden elde edilen ve 22 genotipe ayrilmis 26 izolati igerir. 18 izolatin
farkli birer genotip olarak birbirinden ayrildig1 grupta iki Adiyaman izolat1 olan adi-3 ve
adi-4’lin; Ankara izolati olan ank-12 ile Amasya izolat1 olan ama-5’in, yine 2 Adiyaman
izolat1 olan adi-1 ile adi-7’nin ve bir Adiyaman izolat1 olan adi-8 ile Ankara izolat1 ank-

16’nin ayn1 genotipe sahip olduklar1 goriilmistiir.

Grup IV; 9 farkl ilden temin edilen ve 8 genotipe ayrilan 10 izolattan olusmaktadir.
Eskisehir izolati olan esk-6 gruptaki diger 9 izolattan ayrilarak grubun bir dalim

olusturmustur. Kirsehir izolat1 olan kir-1 ile Yozgat izolat1 yoz-1’in ayn1 genotipe sahip
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olduklar1 diger dalda ayrica Antalya izolat1 olan ant-3 ile Usak izolat1 olan usk-4’{in de
ayni genotip de yer aldig1 goriilmiis grubun bu ikinci dalindaki diger 5 izolat ise farkl

birer genotip olarak ayrilmistir.

Grup V; farkli genotiplere ayrilan ve farkli illeri temsil eden Kirsehir izolat1 kir-4 ile

Kayseri izolat1 kay-2 olmak iizere 2 izolattan olugmaktadir.

Grup VI; iki farkli ilden elde edilen ve ayr1 genotiplere sahip 3 izolattan olusmaktadir.
Burdur’dan temin edilen bur-2 izolat1 diger iki Denizli izolatindan ayrilarak farkli bir

dalda yer almistir.

Grup VII; Usak’tan elde edilen usk-5 izolat1 diger izolatlardan ayrilarak tek basina bu

grubu olusturmustur.

Grup VIII; ii¢ Ankara izolat1 ile Sanlurfa’dan elde edilen urf-1 izolati olmak iizere her
biri farkli genotipe ayrilan 4 izolattan olusmaktadir. Grup igerisinde ank-3 izolatinin

diger 3 izolattan ayrilarak ayr1 bir dal olusturdugu goriilmektedir.

Grup IX; Corum’dan elde edilen ve ¢alismadaki diger izolatlardan en fazla farklilik

gostererek ayrilan ¢or-4 izolat1 bu grubu olusturmaktadir.

44 RAPD ve ISSR Yontemleri ile Elde Edilen Polimorfizim Seviyelerinin
Karsilastirilmasi

Calisma sonucunda elde edilen dendrogramlardan hangisinin A. rabiei izolatlar
arasindaki genetik farkliligin ortaya konulmasinda daha etkili oldugunu tespit etmek
i¢cin kofenetik matriks degerleri Mantel testi ile karsilastirilmistir. Analiz sonucunda her
iki yontemin kofenetik matriks degerleri arasindaki korelasyonun oldukg¢a diisiik oldugu
goriilmiistiir. RAPD ve ISSR analizleri sonucu elde edilen dendrogramlarin korelasyon

katsayilar1 RAPD ve ISSR yontemlerinin tek baslarma kullanilmasimin A. rabiei
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izolatlar1 igerisindeki genetik varyasyonun ortaya konulmasinda daha faydali olacagini

gostermektedir.

4.5 Ascochyta rabiei izolatlarinin Populasyon Yapisi ve Genetik Farkhliklar:

Boélgelere gore ayrilan A. rabiei populasyonlarindaki genetik farklilik olduk¢a benzer
olup tiim populasyonlar igin ortalama 0.1984+0.1636 olarak tespit edilmistir (Cizelge
4.4). Populasyonlar arasinda en yiiksek gen farkliliginin i¢ Anadolu bélgesinde (0.1992)
oldugu en diisiik farkliligin ise Akdeniz bodlgesinde (0.1574) oldugu goriilmiistiir.
Gilineydogu Anadolu, Ege ve Karadeniz bolgelerindeki gen farkliliklar ise sirasiyla
0.1773, 0.1819, 0.1943 olarak bulunmustur. Populasyon farkliliklarinin bir 6l¢iisii
olarak kullanilan Shannon indeksi (Lewontin 1972)’de benzer bir egilim gostermistir.
Buna gore populasyonlardaki Shannon indeksinin tiim populasyonlar igin ortalama
0.3228+0.2202 oldugu ve 0.3165 (Ic Anadolu) ile 0.2336 (Akdeniz) arasinda degistigi
tespit edilmistir. Bolgelere gore polimorfik lokus oraninin dagilimi incelendiginde ise
en fazla polimorfik lokus oraninin Karadeniz bdlgesinden elde edilen izolatlar arasinda

bulundugu tespit edilmistir.

Nei (1972)’e gore hesaplanan farkli populasyon ¢iftleri arasindaki genetik benzerlik ve
uzaklik oranlar ise Cizelge 4.5’te verilmektedir. Ayrica farkli populasyon ciftleri
arasindaki genetik uzaklik degerlerinin UPGMA analizi ile olusturulan dendrogram
Sekil 4.6’da gosterilmistir. Buna gore en yiiksek genetik uzaklik Karadeniz ve Akdeniz
bolgeleri arasinda (0.0579) iken en diisiik uzaklik I¢ Anadolu ve Karadeniz bélgeleri
arasinda (0.0129) gozlemlenmistir. Populasyonlar arasindaki genetik benzerlik ise
genetik uzakligin tam tersi olarak gdzlemlenmis ve 0.9872 (I¢ Anadolu ve Karadeniz)

ile 0.9437 (Karadeniz ve Akdeniz) arasinda de8ismistir.
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Cizelge 4.4 Bolgelere gore Ascochyta rabiei populasyonlarindaki genetik farkliliklar

Populasyonlar N %Polimorfik lokus h I

I¢c Anadolu 28 75 0.1992+0.1648 | 0.3165+0.2381
Ege 13 62.50 0.1819+0.1743 | 0.2857+0.2543
Gilineydogu Anadolu 25 54.17 0.1773+0.1899 | 0.2707+0.2768
Karadeniz 70.83 0.1943+0.1521 | 0.3120+0.2266
Akdeniz 41.67 0.1574+0.2018 | 0.2336+0.2917
Tiim populasyonlar 81 0.1984+0.1636 | 0.3228+0.2202

N: izolat say1s1
h: Nei'nin (1973) gen farklilig:
I:Shannon indeksi (Lewontin 1972)

Cizelge 4.5 Nei (1972)’e gore Ascochyta rabiei populasyonlari arasindaki genetik
uzaklik (alt kosegen) ve benzerlik (iist kdsegen) degerleri

Populasyonlar 1 2 3 4 5
I¢ Anadolu 1 - 0.9850 | 0.9832 | 0.9872 | 0.9612
Ege 2 | 0.0151 - 0.9856 | 0.9743 | 0.9738
Glineydogu Anadolu | 3 | 0.0169 | 0.0145 - 0.9781 | 0.9742
Karadeniz 4 | 0.0129 | 0.0260 | 0.0221 - 0.9437
Akdeniz 5 | 0.0396 | 0.0266 | 0.0261 | 0.0579 -
i i i
4 000 2.000 0,000
ic Anadolu
Karadeniz
Ege
] Gilineydogu
Akdeniz

Sekil 4.6 Populasyon arasindaki genetik uzaklik degerlerinin UPGMA analizi ile
olusturulan dendrogram (Nei 1972)
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Ascochyta rabiei populasyonlarinda goriilen genetik  farkliliklarin  dagilimi
incelendiginde ortalama gen farkliligi (Hy) 0.1987+0.0260 iken populasyon igindeki gen
farkliligit (Hs) 0.1820+0.219 olarak tespit edilmistir. Bununla birlikte tiim
populasyonlarda goriilen genetik farkliligin ¢ok kiigiik bir kisminin 0.084’niin ( %8.4)
populasyonlar arasindaki farkliliklardan (Gst) kaynaklandigi tespit edilmistir.
Populasyonlar arasindaki toplam gen akist ise 5.45 olup bu deger farkli bolgelerdeki A.
rabiei izolatlar1 arasinda ¢ok yiiksek bir gen akisi oldugunu gostermektedir. Benzer
sekilde AMOVA analizi de populasyonlar arasinda goriilen genetik farkliliklarin
dagilimimni desteklemistir. Populasyonlar arasinda tespit edilen molekiiler varyansin
%98.34’niin izolatlar arasindaki farklilardan, %1.08 bolgeler arasindaki farklilardan,
cok kiiciik bir kisminin ise (%0.56) iller aras1 farklilardan kaynaklandig: tespit edilmistir
(Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 Ascochyta rabiei populasyonlar arasinda ve igerisinde genetik farkliliklarin
molekiiler varyans analizi (AMOVA) degerleri

Varyasyon Serbestlik | Kareler Varyans % F-degerleri P
kaynaklari Derecesi | Toplami Varyasyon (D)

RAPD

Bolgeler arasi 4 11.302 0.026 1.088 Fct: 0.010 0.214
Iller aras1 13 31.207 0.013 0.564 Fsc: 0.005 0.510
Izolatlar arasi 63 148.121 2.351 98.347 Fst: 0.016 0.297
Total 80 190.630 2.390
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5. TARTISMA ve SONUC

Ascochyta yanikligi iilkemizdeki nohut ekim alanlarinda goriilen en Onemli fungal
hastaliklardan biri olup tiim diinyada bu patojenle miicadele yontemi olarak dayanikli
cesitlerin  yetistirilmesi 6nerilmektedir (Singh and Reddy 1984). Mevcut nohut
cesitlerinin dayaniklilig1 ise bolgelere gore degiskenlik gdstermekle birlikte fungusun
yapisinda siklikla olusan patojenik degiskenliklerden dolayr (Kaiser and Hannan 1987)
zaman igerisinde dayaniklilik mekanizmalarinda kirilmalar goriilmektedir. Bu sebeple
nohut ekim alanlarindaki A. rabiei populasyonlarindaki genetik ve patojenik
farkliliklarin tespit edilmesi bu patojenle etkin miicadele yontemlerinin gelistirilmesi
acisindan olduk¢a Onem tasimaktadir. Bu kapsamda farkli ayrici test c¢esitleri
kullanilarak A. rabiei izolatlar1 arasindaki patojenik farkliliklari tespit etmek igin birgok
calisma gergeklestirilmistir. Ulkemizde ise farkli bolgelerden elde edilen A. rabiei
izolatlar1 2 dayanikli (ER 99 ve ILC 195/2), 2 tolerant (Uzunlu 99 ve Gokee) ve 1
hassas (Canitez-87) yerel nohut cesidi kullanarak 17 patotip grubu igerisinde
smiflandirilmistir (Babaliogullu 2004). Yapilan diger ¢aligmalarda genellikle 3 ila 16
ayrict test ¢esidi kullanilarak A. rabiei izolatlar1 3-14 patotip grubu igerisinde
smiflandirilmaktadir (Vir and Grewal 1974, Jan and Wiese 1991, Udupa et al. 1997,
Jamil et al. 2000, Chongo et al. 2004). Ancak bu ¢alismalarda farkli nohut ¢esitleri ve
degerlendirme yontemlerinin kullanilmasindan dolay1 elde edilen sonuglar birbirine
paralel olmamakta ve dolayisiyla patotip gruplandirmalar iilke veya arastiricilara gore
degismektedir (Navas-Cortés et al. 1998, Chen et al. 2004). Bu sebeple Udupa et al.
(1997), hassas (ILC 1929), tolerant (ILC 482) ve dayanmikli (ILC 3279) nohut
cesitlerinden olusan t¢lii bir standart set kullanarak A. rabiei izolatlarinin patojenik
farkliliklarina gore ii¢ patotip grup (Patotip I, Patotip II ve Patotip III) icerisinde
siniflandirilmasini 6nermistir. Buna paralel olarak Tiirkiye nin farkli bolgelerinden elde
edilen ve calismamizda da kullanilan 64 A. rabiei izolatinin patotiplerini belirlendigi bir
caligmada bu izolatlarin %59.4’1 patotip 1, %4.7’si patotip Il ve %35.9’u patotip 111
igerisinde siniflandirmigtir (Turkkan 2008).

Diinyada A. rabiei izolatlar1 arasindaki patojenik, cografik ve genetik farkliliklarin tespit

edilmesi amaciyla pek ¢ok molekiiler yontemi kullamilmistir (Weising et al. 1991,
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Fischer et al. 1995, Udupa et al. 1998, Geistlinger et al. 2000, Peever et al. 2004). Bu
yontemler arasinda RAPD analizi diger yontemlere gore daha hizli olmasi, pahali
olmamasi, radyoaktif madde ve sekans bilgisine gerek olmamasi gibi avantajlarindan
dolay1 bu patojendeki patojenik, genotipik, cografik farkliliklarin ve mating type’larin
tespit edilmesi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. (Navas-Cortés et al. 1998
Udupa et al. 1998, Jamil et al. 2000, Santra et al. 2001, Rhaiem et al. 2007). Bu sebeple
RAPD ve ISSR teknikleri kullanilarak iilkemiz nohut yetistiriciligi acisindan oldukca
onemli olan A. rabiei populasyonlar1 arasindaki patojenik ve genetik fakliliklarin

belirlenmesi bu ¢alismada amaglanmustir.

Tiirkiye’nin farkli nohut ekim alanlarindan elde edilen 81 A. rabiei izolat1 ile yiritiilen
RAPD analizi sonucu elde edilen dendrogramda izolatlarin 6 gruba ayrildigi ve
Grup IIl’iin test edilen izolatlarin 51’ini (%63) kapsadigi tespit edilmistir. Ayrica
dendrogramda izolat dagilis1 incelendiginde birbirine oldukga yakin bolgelerden elde
edilen izolatlarin farkli gruplarda yer aldig1 buna karsin farkli bolgelerden elde edilen
izolatlarin birbirine c¢ok benzer oldugu hatta ayni genotip icerisinde yer aldigi
goriilmiistir. RAPD analizinin A. rabiei izolatlar1 arasindaki genetik varyasyonun
ortaya konulmasinda faydali olacag: goriilmekle birlikte izolatlarin patotip gruplarina ve
bolgelere gore dagilimi ile dendrogramdaki gruplanmalar arasinda bir iliski tespit
edilememistir. Benzer sekilde A. rabiei’nin 30 italyan izolatim RAPD teknigi ile
inceleyen Fischer et al. (1995) bu izolatlarin cluster analizi ve patojenisiteleri arasinda
bir iliski bulamamistir. Navas-Cortés et al. (1998) farkli cografik bolgelerden elde
edilen A. rabiei izolatlar1 arasinda oldukg¢a diisiik bir seviyede genetik fakliligin
oldugunu belirtmis ve bu izolatlarin %7 farklilik ile 10 RAPD grubuna ayrildigini tespit
etmistir. Fakat bu gruplandirma ile izolatlarin patotip ve mating type gruplar arasinda
bir iliski bulamamigtir. RAPD ve oligonucleotide fingerprinting tekniklerini kullanan
Jamil et al. (2000) ise A. rabiei nin Pakistan izolatlarin1 0.3 genetik uzaklik ile 6 farkli
gruba ve 46 genotipe ayirmislardir. Santra et al. (2001) ise 37 Hindistan izolatin
cografik orijinlerine gére farkli gruplara ayirmis ancak bu izolatlarin patojenisiteleri ve
cluster analizi arasinda herhangi bir iligki tespit edememislerdir. Kanada’nin
Saskatchewan Bolgesi ve diger iilkelerden temin edilen toplam 59 A. rabiei izolat1 ile

yiiritiilen calismada RAPD analizi sonucu olusan dendrogramdaki izolatlarin dagilimi
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ile cografik bolgeleri arasinda bir korelasyon bulunmakla birlikte Kanada izolatlar1 i¢in
tespit edilen 14 patotip grubu ile bu izolatlarin dendrogramdaki dagilimi arasinda bir
iliski bulunamamistir (Chongo et al. 2004). Kanada’da yiiriitiilen diger bir ¢alismada ise
58 Kanada izolatit RAPD analizi sonucunda 5 gruba ayrilmistir. Ancak bu ¢alismada da
genetik ayrim ile izolatlarin patotip gruplar arasinda bir korelasyona rastlanmamistir

(Chang et al. 2008).

Bu giine kadar A. rabiei izolatlar1 arasinda genetik akrabaliklar1 arastirmak amaci ile
pek ¢ok farkli microsatellite marker yontemi (DNA fingerprinting, STMS ve MP-PCR)
kullanilmistir. Yapilan bu ¢alismalarda microsatellite markerlerin RAPD markerlardan
daha iyi sonuglar ortaya koydugu tespit edilmistir (Weising et al. 1991, Udupa et al.
1998, Geistlinger et al. 2000, Jamil et al. 2000). Bununla birlikte A. rabiei izolatlart
arasindaki genetik farkliligin ISSR yontemi kullanilarak tespit edilmesine iligkin
herhangi bir kayit bulunmamaktadir. Bu ¢aligmada ise 30 farkli ISSR primeri, izolatlar
arasindaki genetik farkliligi tespit amaci ile kullanilmistir. Ancak bu primerlerden
sadece 4’liniin izolatlarin birbirlerinden ayrilmasini saglayacak polimorfik bant motifleri
meydana getirdigi tespit edilmistir. Diger 26 primer ise herhangi bir amplifikasyon
irtinii olusturmamas: veya degerlendirilebilir polimorfik bantlar vermemesi sebebiyle
elemine edilmistir. ISRR analizinde bazi primerlerin herhangi bir amplifikasyon
triinlinii olusturmamasinin ise bu microsatellite primerlere komplementar bodlgelerin
fungus genomunda diger Okaryot genomlarina gore daha az siklikta bulunmasindan
kaynaklanabilecegi degisik arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Meyer et al. 1992,
Longato and Bonfante 1997). ISSR analizinden elde dilen dendrogram ile izolatlarin 4
farkli gruba ayrildigi tespit edilmistir. Ancak elde edilen bu polimorfizimin farkl
izolatlar arasindaki genetik farkliligi ortaya koymasinda RAPD analiz kadar etkili
olmadig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte RAPD analizinde oldugu gibi ISSR analizinde
de izolatlarin patotip gruplarmma ve bolgelere gore dagilimi ile dendrogramdaki
yerlesimleri arasinda bir iligki tespit edilememistir. Benzer sonuglar Colletotrichum spp.
ve Glomerella spp., Guignardia mangiferae, Nomuraea rileyi ve Pyrenophora tritici-
repentis’deki patojenik ve genetik farkliliklar inceleyen degisik arastiricilar tarafindan
da bildirilmistir (Han et al. 2002, Lu et al. 2004, Rodrigeus et al. 2004, Moreno et al.
2008).
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Ascochyta rabiei izolatlarinin populasyon yapist incelendiginde en yiiksek gen
farklihiginin i¢ Anadolu bolgesinde (0.1992) en diisiik farkliligin ise Akdeniz bolgesinde
(0.1574) oldugu goriilmiistiir. Bu populasyonlar birbiriyle kiyaslandiginda ise en yiiksek
genetik uzakligin Karadeniz ve Akdeniz bolgeleri arasinda (0.0579) oldugu ve en diisiik
uzakligin ise I¢ Anadolu ve Karadeniz bolgeleri arasinda (0.0129) oldugu
gozlemlenmistir. AMOVA analizi ise farkli populasyonlarda tespit edilen molekiiler
varyansin biiyiik kisminin izolatlar arasindaki farklilardan, ¢ok kii¢iik bir kisminin ise
izolatlar arasindaki cografik farkliliklardan kaynaklandigini gostermistir. Ayni sekilde
(Ht), (Hs) ve (Gst) degerleri de populasyonlar arasinda tespit edilen bu genetik
farkliligin dagilimimi dogrulamustir. Ulkemiz nohut iiretim alanlarinin hemen hepsinde
her iki mating type grubunun bulunmasi da (Kaiser and Kiismenoglu 1997, Bayraktar et
al. 2007) ayn1 bolgelerdeki izolatlar arasindaki yiiksek genetik varyasyon olusumunda
eseyli donemin oldukea etkili oldugunu géstermektedir. Populasyonlar arasinda goriilen
bu genetik farkliliklarin bir diger agiklamasi ise hastalifin enfekteli nohut tohumlar
vasitasiyla farkli bolgelere tasinmasi seklinde olabilmektedir. A. rabiei populasyonlari
arasinda gozlenen benzer genetik farkliliklar Tunus ve Avustralya’da da yapilmis olan
populasyon calismalarina paralellik gostermektedir (Phan et al. 2003, Rhaiem et al.
2008). Fusarium graminearum, Fusarium pseudograminearum (Mishra et al. 2006),
Phaeosphaeria nodorum (Keller et al. 1997) ve Mycosphaerella graminicola (Schnieder
et al. 2001) gibi seksiiel olarak ¢ogalan farkli patojenlerin cografik populasyonlar
arasinda diisiik genetik farkliliklar ve yiiksek gen akis1 degisik arastiricilar tarafindan da
bildirilmektedir.

Yapilan bu ¢alisma ile A. rabiei patotipleri arasinda farkli gruplarin bulundugu ve bu
izolatlar arasindaki genetik farklilifin ortaya ¢ikarilmasinda RAPD ydnteminin ISSR
yontemine gore daha etkili oldugu goriilmistiir. Bununla birlikte A. rabiei’deki STMS
lokuslar1 dikkate alinarak farkli ISSR primerlerinin denenmesinin daha faydali olacag:
diisiiniilmektedir. Ulkemizdeki farkli {iretim alanlarinda elde edilen A. rabiei
populasyonlar1 arasinda tespit edilen yiiksek gen akigi ve diisiik genetik farklilar ise
seksiiel rekombinasyonlarin bu patojendeki genetik farklilarin artisinda oldukga etkin

bir rol oynadigini gostermektedir.
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EKLER

Ek 1 Ascochyta rabiei’nin Nohut Bitkisinin Govde ve Kapsiillerinde Olusturdugu
Belirtiler

Ek 2 Ascochyta rabiei Izolatlarmim RAPD ve ISSR Analizleri ile Elde Edilen
Polimorfik Bant Profilleri.
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Ek.2 Ascochyta rabiei Izolatlarinin RAPD ve ISSR Analizleri ile Elde Edilen

Polimorfik Bant Profilleri
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