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OZET

NOHUT ANTRAKNOZU (Ascochyta rabiei) HASTALIGINA KARSI DIRENC
GENLERININ BELIRLENMESI ve OZGUL BELIRTECLERIN GELISTIRILMESI

Diinya iizerinde olusan ¢evre sorunlari, tiretim azligi, hayvansal iiriinlerin maliyetli olmasi vb.
durumlardan dolay1 bitkisel kaynakli protein ihtiyact gogalmistir. Bu ihtiyaci karsilamak i¢in,
icerdigi protein, vitamin, mineral ve aminoasit miktar1 fazla olmasi nedeniyle tane
baklagillerin kuru taneleri kullanimi tercih edilmektedir. Nohut, Diinya’da fasulye, soya
fasulyesi ve bezelyeden sonra en c¢ok tercih edilen dordiincii en 6nemli tahil baklagilidir.
Nohut bitkisi, Ascochyta rabiei (Pass) Lab.'in neden oldugu Ascochyta yanikligina duyarhdir.
Bu en yikici nohut hastaligidir. Hastalik, bitkinin tiim hava kisimlarini etkiler, govdeler,
deriler, baklalar ve tohumlarda nekrotik lezyonlara neden olur. Patojen i¢in uygun kosullar
olustugunda %100 varan kayiplara neden olabilmektedir. Bu ¢aligmada, ilk asamada NCBI
(National Center for Biotechnology Information Search database) veri tabani ve literatlr
arastirma verileri kullanilarak, antraknoz yanikligina karsi tanimlanmig direng genleri ve dizi
bilgileri elde edilmistir. NCBI-Genome Data Viewer ile intron igermedigi teyit edilen dizi
bilgileri, MEGA 10.1.8 programinda ClustalW ile hizalanmis ve Maximum Parsimony
yontemiyle genlerin benzerlik dendrogrami ¢izilmistir. Dendrogramda belirlenen gen
gruplarinin her biri kendi ig¢ine ayr1 hizalanarak, her gruba 6zgiil yliksek oranda korunmus
Ozgul belirtecler tasarlanmustir. Tasarlanan markorler, Eskisehir Gegit Kusagi tarimsal
arastirma enstitiisiinden elde edilen otuz sekiz ¢esit ve melez nohuttan ticari Kit ile izole edilen
DNA 6rneklerinin kalip olarak kullanildigi PZR yontemiyle test edilmistir. Agaroz jelde PZR
urtin baydkliklerine gore direng genlerinin varlik/yokluk analizi gergeklestirilmistir. Nohut
orneklerinin tarladaki dayaniklilik durumlar1 ile 6zgiil belirteg verileri karsilastirilmis ve
antraknoz hastaligina kars1 miicadelede dayanikli bireylerin tespitine yonelik c¢alismalarda

kullanilabilirligi analiz edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nohut, Antraknoz hastaligi, NBS-LRR direng genleri, Ozgiil markorler.



ABSTRACT

DEVELOPMENT of SPECIAL MARKERS and DETERMINATION of RESISTANCE
GENES AGAINST CHICKPEA ANTRACNOSIS (Ascochyta rabiei) DISEASE

Environmental problems occurring in the world, lack of production, cost of animal products
etc. Due to situations, the need for vegetable origin has increased. In order to meet this need,
it is preferred to use dry grains of grain legumes due to the high amount of protein, vitamins,
minerals and amino acids. Chickpeas are the fourth most preferred grain legumes in the world
after beans, soybeans and peas. Chickpea is susceptible to ascochyta blight caused by
Ascochyta rabiei (Pass) Lab. This is the most devastating chickpea disease. The disease
affects all the air parts of the plant, causing necrotic lesions in stems, skins, broad beans and
seeds. Fracture of stems and leaf stems is also an important symptom. In the area, infected
plants are often seen as spots that reflect foci where the pathogen spreads. These spots are
irregularly sized, ranging from light brown to blackish dark brown and are surrounded by the
yellow circle. It can cause losses of up to 100% when favorable conditions occur for the
pathogen. In order to spread the disease, it is sufficient to have a presence in the region raised.
In our country, quite a lot of losses are given against Ascochyta rabiei pathogen. In our study,
the localization of the sequences that may be resistant to anthracnose blight resistances genes
(NBS-LRR gene family), and specific markers were designed using nucleotide sequences.
Through the designed markers, the presence or absence of sequences that may be resistance
genes in the genomes of the thirty-eight varieties / hybrid chickpeas obtained from the
Eskisehir Crossing Agricultural Research Institute. As a result of the data we obtained, it is
aimed to increase the studies on the use of beaten individuals in the fight against Chickpeas

Anthracnose blight.

Keywords: Chickpea, Anthracnose disease, NBS-LRR resistance genes, Specific markers.
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1. GIRIS

Diinya iizerinde olugan ¢evre sorunlari, liretim azligir ve hizli niifus artisma bagl
olarak aclik ceken insan sayisi hizla artmaktadir. Hayvansal iiriinlerin maliyetli olmasi
nedeniyle de bitkisel kaynakli protein ihtiyact ¢cogalmistir. Bu ihtiyaci karsilamak i¢in i¢erdigi

protein, vitamin, mineral ve aminoasit miktar1 fazla olmasi nedeniyle tane baklagillerin kuru

tanelerinin kullanimi tercih edilmektedir (Bayrak, 2010: 1).

Nohut (Cicer arietinum L.), diinyanin en 6nemli tahil baklagillerinden biridir ve
tohumu insanlar igin bitki-bazli diyet proteininin ana kaynagidir (Gan vd., 2006: 122).
Ulkemizde de nohut bazli proteine ilgi fazladir ve cesitli bolgelerde iiretilmektedir. Bu
iiretilen nohutlardaki protein miktar1 orani ¢esit 6zelligine, yetistirildigi ¢cevrenin kosullarma

ve uygulanan yetistirme yontemlerine gore degismektedir (Atasagun, 2009: 3).

Nohut; Giiney Asya, Bat1 Asya, Kuzey Afrika, Dogu Afrika, Giiney Avrupa, Kuzey ve
Giliney Amerika ve Avustralya basta olmak Uzere en az 33 iilkede yetistirilen diinyanin en
onemli ikinci Grantadar (Singh, 1997: 161).

Nohut (Cicer arietinum L.) kuru fasulye ve bezelye sonrasi iiretim agisindan {igiincii
en dnemli nabizdir. Ureme amaglar1 i¢in bu tiir siklikla iki ana tiire ayrilir: desi ve kabuli.
Desi tiirleri ¢ogunlukla kii¢iik ve koyu renkli tohumlara sahipken, kabuli tiplerinin tohumlar1
daha biiyiik ve krem rengindedir. Kabuli tiirii Akdeniz havzasi, Yakin Dogu, Orta Asya ve
Amerika'da insan tiketimi icin tercih edilirken desi tirleri Giiney Asya ve Dogu Afrika'da
yaygin olarak ekilir (Iruela vd., 2006: 278 ).

Bircok nohut Ureten Ulkede nohutun potansiyel ve gergek verimleri arasinda biiyiik
farklar vardir. Bu verim farkliliklar1 ¢esitli biyotik ve abiyotik streslerden kaynaklanmaktadir.
Potansiyel kiiresel nohut tiretiminde yillik 6.4 milyon ton agig1 abiyotik streslere ve yaklasik
4.8 milyon ton agik ise biyotik streslere baglidir. Kuraklik ve isinin, potansiyelden daha az
nohut verimi icin hava ile ilgili en 6nemli nedenler oldugu diistintilmektedir. Vejetatif faz
sirasinda dondurma, iireme fazi sirasinda 10 ° C'nin altinda sogutma, tuzluluk, alkalinite, su
bollugu ve besin eksiklikleri, diinya genelinde nohut verimini etkileyen diger dnemli abiyotik
faktorlerdir. Biyotik stresler arasinda en biiylik hasar Helicoverpa, Ascochyta yaniklig1 ve
Fusarium solgunlugu gibi zararhilardan ve hastaliklardan kaynaklanmaktadir. Herbisitlere
kars1 diisiik direng seviyeleri nedeniyle, nohut bitkisi ortaya ¢iktiktan sonra yabani otlarin

kimyasal yollarla kontrol edilmesi onerilmez. Bu nedenle, el ile ayiklama gelismekte olan



iilkelerde, biiyiik c¢iftlik biiyiikliiklerine sahip gelismis iilkelerde, kimyasal herbisitlerin ekimi,
ekimden 6nce veya ekimden hemen sonra gegen siire ile sinirlidir. Yabanci otlarin yiizde 23

ila 87 arasinda verim kayb ile sonuglandigi tahmin edilmektedir (FAO,2014: 23).

Her iki nohut tiiri, Ascochyta rabiei (Pass) Lab'in neden oldugu ascochyta yanikligina
duyarlidir. Bu en yikict nohut hastaligidir ve patojen i¢in uygun kosullar altinda mahsuliin
tamamen kaybina neden olabilir. Baslangicta mantar birincil ve ikincil mense merkezlerine
baglanmis olabilir, ancak enfekte nohut germplazmasinin hareketi ile diinya ¢apinda
yayllmistir. Hastalik, bitkinin tiim hava kisimlarini etkiler, govdeler, deriler, baklalar ve
tohumlarda nekrotik lezyonlara neden olur. Saplarin ve yaprak saplarinin kirilmasi da 6nemli
bir semptomdur. Alanda, enfekte olmus bitkiler genellikle patojenin yayildigi odaklari
yansitan yamalar olarak goriiliir. Mantarin ¢esitli patotipleri tanimlanmistir ve ayn izolat
icindeki patojenite veya agresiflik ¢evresel kosullara gore degisebilir. Kiiltiirel uygulamalarin
kullanimi, patojenlerin bolge popiilasyonlarinin izlenmesi, tohum tedavileri, fungisitin yaprak
spreyleri ve direngli veya toleransl ¢esitlerin kullanimi dahil olmak {izere entegre bir yonetim
yaklagimi, genellikle Ascochyta nohut yanikligini kontrol etmek i¢in uygulanir. Ascochyta
yanikligina kars1 diren¢ kaynaklar1 tanimlanmig ve yanmaya karsi dayaniklilik i¢in nohut
yetistiriciligi nohut iyilestirme programlarmin énemli bir hedefi haline gelmistir. Yanikliga
dayanikli germplazmanin gelistirilmesi, Akdeniz havzasinda kislik nohut ekiminin, énemli

Olglide artan verim olasiligi ile tanitimina izin vermistir (Iruela vd., 2006: 278-279).

Cesitli patojenlerle basa ¢ikmak i¢in bitkiler de bir bagisiklik sistemi gelistirmistir.
Bitki bagisiklik sistemi adaptif bagisiklik sistemini olmadigi i¢in omurgali hayvanlardan
farklidir. Bitkiler patojenleri algilamak ve bunlara yanit vermek i¢in sadece iki katmanlh
hiicre-otonom bagisiklik sistemine giivenebilir. Cogu patojen enfeksiyonu konak¢i olmayan
direng; plazma zar1 tizerinde lokalize olan bitki deseni tanima reseptérleri (PRR'ler) tarafindan
patojene bagli molekiiler modellerin (PAMP'ler) taninmasiyla aktif olan bitki bazal savunma
tepkisinin birinci tabakasi tarafindan verilerek gerceklestirilir. Bazi 6zel patojenler ise,
konak¢1 bazal savunmay1 baskilamak i¢in efektor proteinleri bitki hiicrelerine ileterek ilk
bariyeri atlatabilir. Bu tiir patojenler, patojen efektoér proteinin varligini taniyan ve akig
asagiy1 aktive eden bitki hastaligina direng geni (R-genleri) tarafindan kodlanan hiicre igi
reseptorlerin aracilik ettigi efektorle tetiklenen bagisiklik (ETI) mekanizmasi olan ikinci

savunma tabakasi ile karsilanir (Mandeep vd., 2017: 2).



Bitki de bulunan protein alani organizasyonlarina ve bitki hiicresindeki
lokalizasyonlarina gore c¢esitli R-gen siniflar1 tanimlanmis ve smiflandirilmistir. Merkezi
Niikleotid Baglanma Bolgesi (NBS) ve karboksil / C-terminal Losin Zengin Tekrar (LRR)
bolgesinden olusan kodlama proteinleri R-gen sinifin1 en fazla igerenlerdir ve NBS-LRR
genleri olarak isimlendirilir. Bitki NBS-LRR patojen efektor varligii algilayabilen hiicre i¢i
reseptorlerdir. Proteinleri patojen efektor proteinlerine baglanarak veya konakgidaki patojen
efektor hedef proteinlerinde herhangi bir degisikligi taniyarak dolayli olarak islev alir. Patojen
biliylimesini smirlayan diger biyokimyasal degisiklikler de savunma mekanizmasinda gorev
alir. Boylelikle asir1 duyarli tepkiyle sonuglanan ¢oklu savunma sinyali transdiiksiyonlarini
aktive eder. Merkezi NBS alani (NB-ARC alani), ATP ve GTP fosforillenmesi ve
defosforillenmesi igin gerekli olan sirali korunmus motiflerden olusur. Bitki NBS domaini ve
hayvan hiicre apoptozunda yer alan Apaf-1 ve CED4 alanlar1 arasinda aktiviteleri bakimindan
benzer olan yapisal homoloji gosterir. NBS bolgesinden sonra birkag ardisik LRR bolgesi
patojen efektor molekiillerine karsi taninma spesifikligi sagladigi bilinmektedir (Mandeep vd.,
2017: 2).

Bitki NBS-LRR genleri, amino / N-terminal alaninin varlig1 veya yokluguyla iliskili
olarak iki alt smifa ayrilabilir. Birinci alt sinif, N-terminal konumunda Drosophila Toll ve
INTERLEUKIN1 benzeri reseptor (TIR) alanmi kapsar ve TIR-NBS-LRR (TNL)
proteinlerini igerir. Diger alt sinif ise Coiled-coil (CC) alanin1 kapsar ve CC-NBS-LRR(CNL)
proteinlerini igerir. Zinc Finger veya RPW8 alan1 gibi diger alanlar da CNL smifi altinda

smiflandirilan CC alani yerine N-terminal konumunda bulunur (Mandeep vd., 2017: 2).

Ascochyta yaniklhigina kars1 genetik direng karmasik bir 6zelliktir ve cevresel
kosullardan oldukga etkilenir. Bugiine kadar, baglant1 gruplar1 (LG'ler) 2, 3, 4, 6 ve 8'deki
cesitli genetik arka planlarda, Ascochyta yaniklig1 direnci i¢in birkag niceliksel 6zellik lokusu
(QTL) tanimlanmistir. Bu Q TL'lerin ¢ogu SSR isaretleri ile etiketlenmistir. Direncin altinda
yatan genler hala bilinmiyor. Simdiye kadar etilen yolagindan iki aday gen CaETR-1 (EIN-4
benzeri) ve etilen duyarsiz 3-benzeri gen (Ein3), LG4 (zerindeki Ascochyta yanma direnci
QTLARI1 ve LG2'deki QTLAR3'te tanimlanmigtir. Bu caligmalar, etilen yolunun nohutta
ascochyta yanma direncine olast katilimini 6nermektedir. Son zamanlarda yapilan bir
caliymada, Ascochyta rabiei enfeksiyonuna yanit olarak savunma ile ilgili 15 genin
ekspresyon profili, on nohut genotipi arasinda alt1 farkli eksprese edilmis gen tespit edilmistir.

Ascochyta yanikligi ile iliskili Q TL'lere direng gosteren aday genlerin belirlenmesi, direng



mekanizmasmin anlagilmasma yardimeci olacak ve marker destekli se¢im kullanilarak direngli

cesitlerin gelistirilmesine yardimc1 olacaktir (Mandeep ve ark., 2017: 2).

Bugiin icin hastaliklarla savasin en kesin ve uygun yolu dayanikli ¢esitler gelistirilerek
bunlarin tretilmesidir. Cesit islahinda yiiksek verim, yiiksek kalite, kisa ve kuraga ve
hastaliklara kars1 dayaniklilik 6nemlidir. Bu nedenle yeni dayanikli ¢esitler gelistirilmeli veya

yiiksek verimli mevcut ¢esitlere dayaniklilik genleri aktarilmalidir (Furan ve ark. 2009: 1).

Kalitim sekilleri, morfolojik, biyokimyasal ve DNA diizeyinde izlenebilen karakterlere
genetik markdrler denir. Bunlarin markor olarak isimlendirilmesinin sebebi, incelenen
organizmadaki 1ilgilenen diger Ozellikleri hakkinda dolaylida olsa bilgi saglamalaridir.
Molekiiler markorler DNA’nin aktif bolgeleri olan genlerden veya kodlama fonksiyonu
bulunmayan DNA dizilerinden gelistirilebilir. Molekiiler DNA markorlerinin bitki 1slahina
entegrasyonu, arzulanan genlerin ¢esitler veya tiirler arasindaki hareketinin hizlandirmasimnin
yani sira akraba yabani tiirlerden yeni genlerin aktarilmasina izin vermis ve ¢ok gen
tarafindan idare edilen karmasik karakterlerin incelenmesini miimkiin kilmistir. Ayrica
genlerin klonlanmasini kolaylastirmis ve birbiriyle caprazlanmayan bitkiler arasindaki genetik

iliskiyi a¢i1ga ¢ikarmustir (Yildirim A., 2001: 2).

SCAR belirtecleri lokus spesifiktirler ve farkli genetik arka planlarda tanimlanabilirler,

boylece bireylerin ayrigma popiilasyonlarinda yanlis siniflandirma sansini azaltirlar (Iruela ve
vd., 2006: 279).

Bu calismada, ilk asamada NCBI (National Center for Biotechnology Information
Search database) veri tabani ve literatiir arastirma verileri kullanilarak, antraknoz yanikligma
kars1 tanimlanmig direng genleri ve dizi bilgileri elde edilmistir. NCBI-Genome Data Viewer
ile intron icermedigi teyit edilen dizi bilgileri, MEGA 10.1.8 programimda ClustalW ile
hizalanmis ve Maximum Parsimony yontemiyle genlerin benzerlik dendrogrami c¢izilmistir.
Dendrogramda belirlenen gen gruplarinin her biri kendi i¢ine ayri hizalanarak, her gruba
Ozgiil yliksek oranda korunmus Ozgiil belirtegler tasarlanmistir. Tasarlanan markorler,
Eskisehir Gegit Kusag1 tarimsal aragtirma enstitiisiinden elde edilen otuz sekiz ¢esit ve melez
nohuttan ticari kit ile izole edilen DNA 6rneklerinin kalip olarak kullanildigi PZR yontemiyle
test edilmistir. Agaroz jelde PZR iiriin biiyiikliikklerine gore direng genlerinin varlik/yokluk
analizi gerceklestirilmistir. Nohut Orneklerinin tarladaki dayaniklilik durumlar ile 6zgiil
markor verileri karsilastirilmis ve antraknoz hastaligma kars1 miicadelede dayakli bireylerin

tespitine yonelik ¢aligmalarda kullanilabilirligi analiz edilmistir.



1.1  Nohut (Cicer arietinum L.) Bitkisinin Taksonomisi ve Yayilisi

Kiltir nohutu (Cicer arietinum L.) eski dinyada kiiltiire alman ilk tahil
baklagillerinden biridir. Biiyliik olasilikla Suriye’ye bitisik bolgelerden ve Tiirkiye nin
gineydogu bolgelerinden koken almaktadir. Ladizinsky ve Adler, tohum-protein

elektroferezine dayanarak kiiltiir nohutunun yabani atasi olarak C. Reticulatum’u ve mahsuliin
merkezini de Tiirkiye’ nin giineydogusundan koken aldigini belirtmistir. Nohutun yabani atasi
tizerinde hala tartigmalar olsa da, yapilan karyotip, hibridizasyon ve izoenzim &rnek
calismalar1 Ladizinsky ve Adler’in nohutun kdkeni hakkindaki bulgularini desteklemektedir.
Daha 6nce botanik¢iler birka¢ farkli koken 6ne stirmiislerdi. De Candolle, nohutun kékenini
Kafkasyanin giineyine ve Iran'm kuzeyine dayandirmustir. Vavilov, giineybati Asya ve
Akdeniz olmak tzere birinci iki ana merkez ve Etiyopya'dan koken alan ikinci bir merkez
olarak belirlemistir. Kiigiik tohumlu hatlar doguya dogru baskinken, biiyilk tohumlu hatlar
Akdeniz havzasi ¢evresinde not etti. Biiylik tohumlu nohutun Afgan bagkenti Kabil {izerinden
yaklagik iki yiizy1l 6nce Hindistan'a ulastigina ve Hintge'de Kabuli chana (chana = nohut)
olarak bir isim edindigine dair dilbilimsel kanitlar bulunmaktadir. Kiiclik tohumlu koyu nohut
desi (lokal) olarak adlandirilir ve bu mezhepler yaygin olarak iki ana ¢esit grubu aymrt etmek
icin kullanilir. Kigik tohumlu nohutun ilk 6nce se¢im ve mutasyon ile gelistirilen biiyiik
tohumlu tiplerle yonlendirildigi neredeyse kesindir. Yerel gida tercihleri bu tiirlerin farkli

bolgelerde yayilmasina ve adaptasyonuna yardimci olmustur (Singh, 1997: 162).

Tablo 1.1. Nohut (Cicer arietinum L.) bitkisinin sistematik smiflandirmasi.

Kingdom Plantae
Subkingdom Tracheobionta
Phylum Magnoliophyta
Class Magnoliopsida
Subclass Rosidae
Order Fabales
Family Fabaceae
Genus Cicer
Species Cicer arietinum L.

Kaynak: (Tabanli, 2016: 2)

Nohut (Cicer arietinum L.) bitkisi Fabaceae ailesinin bir tyesidir. 33 ¢ok yillik, 9 tek
yillik ve 1 adet de taksonandirilamamis olmak iizere toplam 43 tiirii icermektedir. Tek yillik
bitki tiirleri bazi morfolojik 06zellikleri, yetistirildigi bolge ve yasam dongiileri gibi
ozelliklerine bakilarak Monocicer ve chamacicer olarak ikiye ayrilmaktadir. Monocicer

grubunun icerisinde 8 tane tek yillik nohut tiirii (Cicer arietinum L., C. bijugum L., C.



cuneatum L., C. echinospermum L., C. judaicum L., C. pinnatifidum L., C. reticulatum L. ve
C. yamashitae L. ) bulunmaktadir. Chamacicer grubunda ise C. chorassanicum L. tiri
bulunmaktadir. Cok yillik nohut tiirlerini iceren Polycicer ve Acanthocicer adli iki grup
bulunmaktadir. Polycicer adli grupta 25 adet, Acanthocicer adli grupta ise 7 adet ¢ok yillik
nohut tiirti vardir. Burada bahsedilen biitiin gruplar ve onlarm barindirdiklar: tiirler arasinda
ticari ve ekonomik 6neme olan tek tir kiltir nohutu da denilen C. arietinum L. trGdir
(Tabanli, 2016: 2).

Tablo 1.2. 2012-14 yillan arasinda biiytik iiretici iilkelerde nohutta hasat edilen ortalama iiretim, verim ve alan.

Ulkeler Uretilen  Verim Hasat Diinya
(milyon  (hektar edilen alan Uretimimndeki
ton) basina (binhektar) Pay (ylzde)

kilogram)

Hindistan 8.8 922 9553 673

Avustralya 0.8 1430 538 5.9

Pakistan 0.6 599 996 4.6

Myanmar 0.5 1472 336 3.8

Turkiye 0.5 1199 409 3.8

Etiyopya 0.4 1802 236 3.3

Iran 0.3 530 557 2.3

Meksika 0.2 1822 118 1.7

Kanada 0.2 2077 73 1.2

Amerika

birlesik 0.1 1706 86 1.1

devletleri

Dinya 131 957 1364 100.0

Kaynak: (FAO,2014: 23).

Nohut bircok iilkede iiretilmekte ve yaygim olarak tiiketilmektedir. 2012-2013-2014
yillarinda Diinya baklagil tiretiminin %17sini kaplamaktadir. Otuz yillik durgunluk
doneminden sonra gézlenen son yirmi yilda nohut iiretimindeki artis ciddi miktarda olmustur.
Bu artis kendi tiiketimi i¢in {ireten {ilkelerin sayisiyla birlikte ihracat igin iireten iilkelerin
olmasiyla gozlenmektedir. Ortalama kiresel verim 1989-91'de hektar basina yaklasik 706
kilogramdan 2012-14'te hektar basina yaklasik 957 kilograma yiikselmistir (FAO,2014: 21).

Yapilan son arastrmalarda Giineydogu Anadolu bolgesindeki Diyarbakir, Sanlrfa
yoresinin nohudun ilk kiiltiire alindigr bolge oldugu bildirilmistir. Birgok arastirmada
“Anadolu Nohudu” ismiyle nohuttan s6z ettikleri ve Tiirkiye’yi nohutun anavatani olarak
gosterdikleri bildirilmistir (Ceker, 2008: 1). Diinya’da nohutun en fazla tiretildigi iilke olan



Hindistan’da ilk tiretim, Tiirkiye’de iiretime baslanan tarihten 5000 yil sonraya dayanmaktadir

(Tabanli, 2016: 3).

Tirkiye’de en ¢ok kabuli ¢esidi iiretilir ve Tirk yemeklerinin 6énemli bir pargasi
oldugu i¢in tiiketimi de ¢ok miktarda gerceklesmektedir. Yillik kisi basina 6,65 kilogramdir.
Bu istatistiksel sonuca bakildigi zaman Turkiye'de ortalama ulusal nohut tliketimi, diinyanin
herhangi bir ulkesinden daha yuksektir. 1980'lere kadar Turkiye i¢ tuketim ve ihracat igin
nohut Gretti. Uretimde ki artisla birlikte 1980'lerin on yilinda kiiresel nohut ihracatinin yiizde
60'indan fazlas1 Tiirkiye'den karsilandi. Sonraki yirmi yil ayni derecede Uretiminde diisiis
yasandi. Nohut ekilen alan, 1989-1991 yillar1 arasinda 0.4 milyon hektar iken 2012-14'te 0.85
milyon hektarlik alana diistii. Bunun sonucunda, nohut retimi 1989-91'de 0.8 milyon tondan
2012-14'te 0.5 milyon tona diistii. Uretimdeki bu diisiisiin biiyiikk sebebi tamamen nohut
ihracatindaki diististiir. Hindistan'da nohut Uretiminde artis ve Avustralya ve Myanmar'da
thracata yonelik nohut iretiminde artis ile Tiirkiye'nin thracati 1990l yillarin basindan
itibaren nohut iiretiminde ve ihracatinda keskin bir diisiis yasandi. Son yillara ait veriler,
Tirkiye'nin diinya nohut ihracatinin ylizde 2'sinden azini olusturdugunu ve net bir nohut

ithalatgis1 haline geldigini gostermektedir (FAO,2014: 33).

Tirkiye'de nohut yetistiriciligindeki diislisi, tarimsal tesvik sisteminin geri
¢ekilmesine ve girdi siibvansiyonlarinin azaltilmasma baglamaktadir. Cesitli Ulkelerdeki
nohut {iretiminin maliyetini ve karliligini karsilagtrmis ve Tirkiye'nin ABD, Kanada ve
Meksika'dan rekabetle kars1 karsiya olduguna dikkat ¢ekmistir. Kuzey Amerika'da iiretilen
Kabuli nohut biiyiikliigii daha bliyiikti ve bu nedenle Tiirk nohutuna gore tercih edildi.
Tirkiye'de nohut {tretimi, diisik mekanizasyon seviyeleri, zayif pazarlama altyapisi ve
Ascochyta yanikligi nedeniyle sik iiriin hasar1 ile karakterize edildiginden dolay1 kiiglk ¢apli
kalmistir (Sekil 1.1). ABD ve Kanada'da ¢ok daha blyiuk dretim olcekleri ve hem
mekanizasyon hem de tarimsal uygulamalar nedeniyle 6nemli 6lcek ekonomileri gbz Oniine
alindiginda, bu iilkelerdeki iiretim maliyetinin Tirkiye'ye gore oldukc¢a diisiik oldugu
goriilmiistiir. Ayrica, Tiirkiye'de nohut ve bugday arasindaki genis verim boslugu, bugday1

ciftciler icin daha karli bir iiriin haline getirmistir (FAO,2014: 34).



Nohut Havzalari
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Sekil 1.1. Tiirkiye’deki Nohut havzalar harita goriintiisii
Kaynak: (Hasdemir, M. ve Terzi, D., 2015: 26)

1.2 Nohut Bitkisinin Genom Yapusi, Fizyolojik Ve Biyokimyasal Ozellikleri

Nohut, 2n = 16 kromozom ve 732 Mb genom biiyiikliigii ile kendi kendine tozlasan bir

kuru baklagildir. Ekili nohutlarin iki farkli formu desi tiirleri (kii¢iik tohumlar, agisal sekil ve

yuksek oranda lif iceren renkli tohumlar) ve kabuli tipleridir (biyik tohumlar, kogbasi sekli,

diisiik lif oranli bej renkli tohumlar). Bezelye seklinde olarak adlandirilan ii¢ilincii bir tip, orta

ila kiigiik tohum biiyiikliigii ve krem rengi tohumlarla karakterizedir. Desi tiirleri dncelikle

Guney Asya'da, kabuli tlrleri ise agirlikli olarak Akdeniz bolgesinde yetistirilmektedir.

Nohut, karbonhidrat ve proteinlerin iyi bir kaynagidir ve toplam tohum kuru agirhigmin

yaklasik % 80'ine katkida bulunur. Nohut taneleri mineraller ve vitaminler bakimindan

zengindir ve ayn1 zamanda iyi bir hayvan yemi kaynagi olusturur (Hari vd., 2008: 2).

Tablo 1.3. Nohut bakliyatlarinin besin profili (taze agirlik temelinde 100 g yenilebilir kisim bagina)

Enerji(kcal)

Protein(g) Yag(g)

Diyet Lifi

Mevcut

Karbonhidrat(g)

Nohut 337 20,4 5,2 20,7 42,0
Desi Nohut 332 21,2 5,0 21,2 40,0
Kabuli 359 20,8 6,1 20,8 48,9
Nohut

Kaynak: (FAO,2014: 10)



Tablo 1.4. Bakliyatlarin mikrobesin profili (taze agirlik temelinde 100 g yenilebilir kisim bagina)

Isim Demir Magnezyum Fosfor  Potasyum Cinko Bakir Folik
Nohut 6,6 132 264 819 3,12 0,44 400
Desi 8,1 164 302 1080 3,26 0,57 390
Nohut

Kabuli 59 114 254 767 3,11 0,37 400
Nohut

Kaynak: (FAO,2014: 13)

Nohut fidesi hipogeal fide durumudur. Plumulanin biiyiimesi dik bir sekilde olusur. Ik
gercek yapragin iki veya tli¢ ¢ift brosiirii ve bir u¢ ucu vardir. Birincil kok uzundur ve yan
kokler iiretir. Yapraklar, alternatif filotakside diizenlenmis her bir diigiimde tek tek dogar ve
genellikle tek noktali bilesiktir. Her yaprakta kigik bir yaprak sapi ile bir rachis Gzerinde
diizenlenmis  genellikle 11 ila 13  brosir vardir (Singh, 1997: 162).

Stipuller genellikle 3-5 cm uzunlugunda ve 2-4 mm genisligindedir. Corolla harig
bitkinin tiim dis yiizeyleri glandiiler ve aglandiiler killarla kaplidir. Ayrica loblu nodiillerin
gelistigi bildirilmistir (Singh, 1997: 162).

Sekil 1.2. Nohut fidesi durumu

Nohutta, dallarmm dikeyden agisina dayanan bes biiylime aliskanligi ayrilir: dik, yar1
dik, yar1 yayilma, yayma ve secde. Cogu arastirmaci dallanma modelini tanimlamak icin
birincil, ikincil ve ti¢linciil terimleri kullanir. Genel olarak, bitkiler 20 ila 100 cm yiikseklige
ulasr, ancak uygun kosullar altinda uzun kiiltiir bitkileri 130 cm'ye kadar biiyiiyebilir.
Cigekler tipik olarak papilionludur. Genellikle aksiller rasemlerde tek baslarma tasimirlar,
ancak ikiz cicekler de bulunabilir. Cigekler, 6-13 mm uzunlugunda bir pedicel ve peduncle
tizerinde aksiller rasem iizerinde ortaya cikar. Ikiz ¢icek monojenik resesif bir &zelliktir.
Corolla genellikle desi tipinde mor, kabuli tipinde beyazdir ve nadiren mavidir. Cicer

cinsindeki bitkiler, cigek basina sadece bir karpel icermektedir (Singh, 1997: 162).

Nohut, bitki basma ¢ok az ila 1000 kapsiilden degisen kapsiilleri sigirmistir. Kapsul

boyutu ¢ok degisir, ancak ortamdan en az etkilenen 6zelliktir. Kapsiil sekli eskenar dortgen,




dikdortgen veya oval olarak tanimlanir. Kapsiil doldurma hava kosullarma olduk¢a baghdir
ve% 8,97 ila 56,53 arasinda degisir. Ancak ¢igeklerin biiylik bir kism1 ve bakla apsesi nohut
ciceklerinde bol miktarda bulunur. Cigek iiretim sekli, bakla tutma, tiretilen ¢igek sayisi ve
kesilen gicek ve bakla yiizdesi ekim tarihi ve ¢esidine gore degismektedir. (Singh, 1997: 162).

Tohum karakteristik olarak sivridir, siklikla agisal ve burusuktur. Bezelye gibi nadiren
yuvarlaktir. Ug sekil tanmir: acisal (gaga veya kog basi seklinde), baykus (baykus basi
seklinde) ve bezelye (neredeyse yuvarlak sekil). Tohum yiizeyi burugsmus, piiriizsiiz veya
tiiberkiilasyonlu olabilir. 100 tohumun agirligi 8 g'dan azdan 70 g'a kadar degisir. Tohum
rengi 21 farkli renk ve renk tonu ile nohutta dnemli bir ayirt edici karakter tasirmaktadir

(Singh, 1997: 162).

Nohut kurak ve yari-kurak bolgelerde yetistirilebilen bitkidir ve koyu renkli olarak
yetistirilir. Kuraga ve sicaga en fazla dayanikli mercimekten sonra ikinci yemeklik baklagil
bitkisidir. Derinlere inebilen koklere sahiptirler. Govde ve yapraklari tiiylerle ortiiliidiir.
Epidermis tabakasi ile bazilar1 kaplidir. Nohutlarin bu 6zellikleri yardimiyla kurak bolgelerde
kolaylikla yetistirilmesi saglanir. Nohudun toprakta ¢imlenebilmesi i¢in vejetasyon stiresi 60-
90 giindur ve toprak 1s1s1 +3° C’den fazla olmalidir. Optimum ¢imlenme sicakligi i¢in 15° C
ihtiya¢g vardir. 26° C’den fazla sicaklik dereceleri ¢imlenme (zerine olumsuz olarak
etkilemektedir. Nohut tirlerinin optimum sicaklik dereceleri 18-26° C arasinda
degismektedir. Nohut —10° C’ye kadar soguga dayanabilir. Fazla nemden hoslanmazlar.
Yagishh mevsimlerde fungal hastaliklara ve kok ciliriikliigline yakalanarak verimleri disiik
olur. Bunun igin normal olarak hi¢ sulamadan da yetistirilebilir. Yemeklik baklagiller icinde
kirece ve tuzluluga en fazla dayanan bitkidir. Bu nedenle de topraklarda tuzluluk orani arttigi
zaman nohut bitkisi baklagil olarak 6zel bir 6neme sahiptir. Nohut icin en ideal nohut
yetistirme topragi kumlu-tinli topraklar olmakla beraber nohut her turlii toprakta
yetistirilebilir. Fazla asitli topraklardan hoslanmaz (optimum pH=7,5-8,0). Fazla yagis bitkide
olumsuz etki yapar. Toprak sartlarina bagli olarak vejetatif gelisme siiresi sulama ya da hafif
yagis istemektedir (Hasdemir, M. ve Terzi, D., 2015: 4).

Sonbaharda topragi 10-15 cm alttan isleyen aletlerle toprak siiriiliir ve kiga birakilir.
Kuru tarmm sisteminin uygulandigi bdlgelerde nohut yetistiriciliginde topragm fazla
islenmesine gerek yoktur. Nohudun ekim zamani memleketimizde farkliliklar gosterir. Orta
Anadolu’da nohut ekimi Mart aymin ikinci yarisi ile Nisan ay1 baglarmmda, Dogu Anadolu’da

ise Nisan ay1 ortasi ile Mayis ay1 baglarinda yapilmaktadir. Erken ekim yapilma durumunda
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yabanct ot problemi gorulebilmektedir. Nohut ¢esidinin antraknoza dayanikli olup olmadigini
bilmek ekime karar vermek ici Onemlidir. Antraknoza tolerant cesitlerinde (Damla 89,
Giiliimser ve Cagatay gibi) sartlarin uygun oldugu Mart ortasindan itibaren Amasya, Tokat ve
Corum’da ekilebilmektedir. Hassas nohut gesitlerinde (Ispanyol ve Canitez gibi) ekim icin
mayi1s ay1 beklenmelidir (Hasdemir, M. ve Terzi, D., 2015: 4).

Ekim serpme veya makinali ekim yapilmaktadir. En ideal ekim metodu tohum ekme
makineleriyle siraya ekimdir. Memleketimizde en ¢ok serpme, daha sonra 3 siraya ekim tercih
edilir. Ideal siraya ekimde ekim derinligi 5-6 cm olmalidir. Bu derinlikten fazla ekilecek
olursa, ¢imlenme zamani, bitki basma diisen bakla ve ¢igek sayisi azalir, ¢iceklenme yavas
seyreder. Toprak analizleri sonucuna bakilarak yapilan gilibreleme uygun olacaktir. Genel
olarak ekim zamani, azotlu ve fosforlu giibreler verilmelidir. Dekara ortalama 2-3 kg N ve 4-6

kg P20Os ile giibreleme yapilmaktadir (Hasdemir, M. ve Terzi, D., 2015: 4).

Yapraklar ve meyveler saman sarisi rengine dondiigiinde hasat zamani gelmis
demektir. Hasat elle veya makine ile yapilabilmektedir. Nohutta yetistiricilik sezonu 4-5 ay
devam ettikten sonra hasat yapilmaktadir (Hasdemir, M. ve Terzi, D., 2015: 4).

1.3 Nohut Bitkisinin Onemi

Nohut (Cicer arietinum L.), diinyanin en onemli tahil baklagillerinden biridir ve

tohumu insanlar igin bitki-bazli diyet proteininin ana kaynagidir (Gan vd., 2006: 122).

Diinya lizerinde olusan g¢evre sorunlari, iiretim azlhigi, hayvansal iiriinlerin maliyetli
olmas1 ve hizli niifus artigina baglh olarak aglik ¢eken insan sayisi hizla artmaktadir. Bu
nedenle de bitkisel kaynakli protein ihtiyaci cogalmistir (Bayrak, 2010: 1). Nohut bitkisi diger
baklagiller ile kiyaslandiginda %21-24 oraninda protein icermesiyle fasulye cesitlerinden
sonra ikinci sirada yer almaktadir. Iste tam da bu nedenden dolay1 nohut hayatimizda 6nemli
bir yere sahiptir. Nohut bitkisinin protein iceriginde ¢ocuklarin gelisimi i¢inde 6nemli olan
histidin aminoasidi disinda 16sin, izoldsin, lizin, sistein ve fenilalanin amino asitleri ile daha
diistik seviyelerde metiyonin, triptofan ve valin aminoasitleri bulunmaktadir. Diger protein
kaynaklarmma gore daha ucuz ve kolay elde edilebilir olmalari, antioksidan igermeleri
nedeniyle kanser riskini azaltmaktadir. Ayrica igermekte oldugu kalsiyum, magnezyum,
fosfor, demir, potasyum, ¢inko, bakir, folik asit gibi elementler, B1, B2, B3 gibi vitaminler
bakimimdan beslenmede olduk¢a Onemlidirler. Kolesterol icermemesi, posa igeriklerinin

yiksek ve yag oranmnmn diisiik olmasi nedenlerinden dolayr kalp damar hastaliklar1 ve
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diyabetik hastalar igin tercih edilmesi gereken besindir. Bitkinin ¢agimizin hastaligi

obeziteyle miicadele programlarinda 6nemle yer almasi da gerekmektedir (Hasdemir, M. ve

Terzi, D., 2015); FAO,2014: 31-11).

Nohut bitkisi tim bu 6zelliklerinin yani sira toprak verimliliginin artirilmast igin
giibrelemede de faydalidir. Topraktan bazi hastaliklarin ve zararlhlarin giderilmesinde oldukca
onemlidir. Nohut bitkisi Rhizobium bakterileri ile birlikte yasayabilme 6zelliginden dolay1
havadaki serbest azottan da faydalanabilmektedir. Ayrica bitkinin hasatindan sonra toprakta
kalan koklerinde karbon/azot orani ¢ok diisiik oldugundan kisa zamanlarda pargalanarak
humusa doniisebilmekte ve boylelikle kendinden sonraki bitkiler igin uygun topraklar
olusturabilmektedir. Nohut bitkisinin su isteginin de az olmas1 yetistirenler i¢in bir avantajdir

(Hasdemir, M. ve Terzi, D., 2015: 32).

Insan beslenmesinde kullanilmasmin yaninda tane ve saplar1 hayvan beslenmesinde de
kullanilmaktadir. Bu bitkilerin sap ve samaninda diisiik seliilloz vardir. Artiklarinda cok
yiiksek oranda protein bulunmaktadir. Bu artiklar kirilarak, islatilarak ya da pisirilerek belli
oranlarda hayvanlara verilebilirler. Hayvan beslenmesinde blyiik yeri olan tahil saplarinin iki
kat1 ham protein igerirler. Ayrica baklagil sap ve tanelerinde bulunan proteinlerin hazmi

kolaylastirma orani tahillara oranla oldukca yiksektir (Hasdemir, M. ve Terzi, D., 2015: 33).

Nohut FAO,2014:2 verilerine gore, Diinyanin farkli yerlerinde yaygin olarak iretilir
ve tlketilir. 2012-13-14 yillarinda Diinya’daki kuru baklagil tiretiminde fasulyeden sonra
ikinci sirada tretilen baklagil nohuttur. Sirasiyla kuru fasulye iiretimi yaklasik 24 milyon ton,
nohut Uretimi yaklasik 13 milyon ton, kuru bezelye iiretimi yaklagik 11 milyon ton ve boriilce
tiretimi yaklasik 7 milyon ton olmustur. Ulkemizde ise iiretilen kuru baklagil miktarmda ilk

siray1 almaktadir.

1.4. Antraknoz Hastahgi (Ascochyta rabiei) Etmeninin Tanim ve Yasayisi

Antraknoz hastaligi ( Ascochyta yanikligi) hem kiltur nohutunda hem de yabani nohut
tiirlerinde konukgu 6zgiilliigii gosteren Ascochyta rabiei (Pass.) Labr. adli patojenin neden
oldugu fungal bir hastaliktir (Tabanli, 2016: 8). Patojen ilk defa Fransa’da 1867 yilinda
Passerini tarafindan tek hiicreli ve seffaf pikniosporlarma bakilarak Zythia rabiei olarak
adlandirilmistir. Comes 1891 yilinda fungusu A.pisi Lib., Trotter ise 1918 yilinda

Phyllosticta’ya benzedigini savunarak etmeni P. rabiei (Pass.) Trotter olarak adlandirmistir.
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Son olarak Labrousse 1931 yilinda fungusu %2-4 oraninda tek bdlmeli sporlarin olmasini

gOzlemleyerek A. rabiei olarak adlandirmistir (Atasagun, 2009: 5).

Hastalik diinyada nohut tiretimi yapilan alanlarda yaygm olarak gorilmektedir ve en
az 35 iilkede tespit edilmistir. Ulkemizdeki varhig1 ise ilk defa 1948 yilinda Bremer tarafindan
I¢ Anadolu ve Giineydogu Anadolu bélgelerinde belirlenmistir (Aric1 ve Evsen, 2018: 489).
Nohutta énemli verim kayiplarma yol agmaktadir. Ozellikle patojenin gelisimi i¢in uygun
cevre ve iklim sartlarinin varliginda %100’e varabilen kayiplarla sonuclanabilir (Tabanls,

2016: 8).

Ascochyta rabiei’nin telemorfu Didymella rabiei orijinal olarak Kovachevski (1936)
tarafindan Mycospharella cinsine dahil edilmis fakat daha sonra Muller ve von Ark. (1962)
tarafindan pseudotesyum biiyiikligii, askospor biiyilikliigii, fasikiilat olmayan askuslarin ve
pseudoparafizlerin varligi temel alinarak Didymella tiirii olarak alinmustir (Atasagun, 2009:
8).

Tablo 1.5. Ascochyta rabiei adli patojenin taksonomik siniflandirmasi.

KINGDOM Fungi
PYLUM Ascomycota
CLASS Dothideomycetes
SUBCLASS Dothideomycetidae
ORDER Pleosporales
FAMILYA Didymellaceae
GENUS Ascochyta (Didymella)
SPECIES Ascochyta rabiei (Didymella rabiei)

Kaynak: (Tabanli, 2016: 8).

1. 5. Hastahgm Belirtileri, Yayihs1 ve Ekonomik Onemi

Hastalik etmeni bitkinin tiim yer {stii kisimlarina saldirir. Brostirlerde lezyonlar
yuvarlak veya uzamis, diizensiz olarak goézlenen kahverengi noktalar ve c¢evresinde
kahverengimsi kirmizi bir kenar bulunur. Yesil baklalarda lezyonlar genellikle koyu kenar
bosluklu daireseldir ve esmerkezli daireler halinde diizenlenmis piknidilere sahiptir.

Genellikle enfekte olan tohumlarda lezyon tasir (Nene, 1982: 62).

Govde ve yaprak sapinda lezyonlar uzunlugu 3-4 cm olacak sekilde kahverengidir ve
siyah noktalar tagir. Kahverengi kisim genellikle etkilenen kismi ¢evrelemektedir. Lezyonlar
govdeyi kusattiginda, atak noktasinin iistiindeki kisim hizla 6liir ve sar1 renkte gozlenir. Eger

lezyonlar ana gdvdeden sonra yaka bolgesini kusatilirsa tiim bitki 6liir. Hastalik ilerledikge,
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hastalikl1 bitkilerin yamalar1 tarlada belirginlesir ve tiim alan1 kapsayacak sekilde yavasca

yayilir (Nene, 1982: 62).

Sekil 1.3. Nohut antraknozu hastaliginin a) Sap ve dallarda olusturdugu belirti b) Nohut yapraklarinda
olusturdugu cevresi sar1 renkli kahverengi lekeler
Kaynak: (Kili¢ vd., 2017: 59)

Sekil 1.4. Nohut antraknozu hastaliginin a) Nohut Kapsiiliinde olusturdugu belirti b) Nohut danesindeki belirtisi
Kaynak: (Kili¢ vd., 2017: 59)

Sekil 1.5. Ascochyta yanikliginin tohumdaki semptomlari
Kaynak: (Atasagun., 2009: 45)
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,A. rabiei heterotallik bir mantar olarak erkek ve disi ayr1 hifalar1 tizerinde barindirir.
Nohut bitkisindeki hayat dongusiinde eseyli ve eseysiz donemleri vardir. Eseysiz donem
hastaligin yayilmasi ve eseyli donem ise yeni irklarinin olusturmasi agisindan 6nemlidir.
Hastalik patojeninin eseyli tiremesi ilk kez 1936 yilinda Bulgaristan’da Kovacheski adli bilim
adamu tarafindan belirlenmistir ve Sonraki yillarda 29 iilkede hastalik rapor edilmistir. Esey
tiplerinin oranlarinin bilinmesi, eseysel iireme ve rekombinasyon hakkinda bilgileri bizlere
sunmaktadir. Bu konuda iilkemizde yapilan ¢aligmalara ait raporlarda nohut yetistirilen
bolgelerdeki analizler sonucu patojen izolat sayilari ¢ogunlukla popiilasyonlar: tam olarak
aydinlatamamaktadir (Tabanli, 2016: 9).

Ascochyta yanikligi hastaliginda, primer inokulum kaynagi pseudotesyumlardan
(ascostroma; konukcu dokuya gomiliu armut seklindeki ucu agik yapi), salinan askosporlar
infeksiyonu baglatir ve daha sonra da bu sporlar metrelerce tasinarak yeni infeksiyonlari
ortaya cikarir. Mantarin eseyli liremesi sonucu tarladan tarlaya yayilmasi gerceklesebilir.
Eseysel ilireme sonucu olusan rekombinasyon, patojen populasyon genetik yapismin
sekillenmesini saglar ve bu sayede birbirinden farkli yapiya sahip patotipler olusabilir

(Tabanli, 2016: 9).

Askosporlarin  olusturdugu bu ilk infeksiyondan sonra bitkinin toprak Usti
kisimlarinda (govde, yaprak, tohum kapsiilii) olusan eseysiz sporlanma ile piknidyalardan
salinan pikniosporlar ya da konidia etmenin olusturdugu =zararlar1 yansitmaktadir. Bu
infeksiyon olusma siiresinde Gireme i¢in uygun ¢evre kosullar1 (diisiik sicaklik ve yiiksek nem)
olustugunda yogun epidemiler meydana gelmekte ve iriin kaybi1 %100 seviyesine
ulasilabilmektedir (Tabanli, 2016: 9).
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Kin  gecirmiz
hastahkh nohut

kalmtilarn  zpor
tagryan  yapilar

Tohumda verim ve
kalite kayba.

Nohut
govdesinde tam
antraknoz
lezyonu.
Piknidi
gorilebilir

Nohut kabugunda (pod)
antraknoz  lezyonlar.
Piknidiyalar gorilebilir,

Hastahk biiylime szezonu
boyunca sporlan yagmurla
yayihr.

Sekil 1.6. Ascochyta rabiei adli mantar patojeninin hayat dongiisii
Kaynak: (Tabanli, 2016: 10).

Sekil 1.7. Ascochyta rabiei’nin eseyli ve eseysiz tiremesi sirasindaki sporlarimin mikroskop goriintiileri a)
Peritesyumdan Cikan Askosporlar1 b) Etmenin PDA’da gelisimi c) Askus ve Askosporlari
d) Pikniosporlari(Konidileri)
Kaynak: (Atasagun,2009: 42)
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Pikniosporlar yagmur yoluyla kisa mesafede, askosporlar ise riizgar yoluyla uzak
mesafelere kadar tasmabilmektedir. Ekim ve Nisan aylar1 arasinda yagislarin artmasi (150
mm veya daha fazla) durumunda hastalik etkilerini ¢ok daha sgiddetli olarak
gosterebilmektedir. Cigeklenme donemlerinde yagis olmasi halinde de ekilen Grlnler
tamamen hastaliktan etkilenebilmektedir, fakat yagisin olmamasi durumuna hastalik
gelisimini tam olarak saglayamamakta ve etkisini tam olarak gosterememektedir (Tabanl,
2016).

Hastalik yayilmasinda insanlar, hayvanlar ve c¢esitli araglarla da Onemli rol
oynamaktadir. Etmenin askosporlari, hastalik goriilen tarlalardan yaklasik 10-15 km
uzakliktaki tarlalarda enfeksiyona neden olacak sekilde yayilabilmektedir (Tabanli, 2016).

Nohut tarlalarinda Ascochyta yanikliginin epidemilerinde % 50 ‘nin {izerinde iiriin
kayiplarinin oldugu ve patojenin etkisinin tam olarak goziiktiigii alanlarda bu kayiplarm %
100’e yaklastigi rapor edilmektedir. Nohutta Ascochyta yanikliginin etkisi ¢ok fazla
boyutlarda olurken, mercimek ve bezelyede hastaligin etkileri nohuda gore daha azdir ve ciddi
epidemi durumu altinda bile bitkilerin tamamen zarara ugramasi sik gézlenmemektedir.
Ascochyta rabiei (Pass.) patojeninin neden oldugu antraknoz hastaligi nohut yetistiriciligi
yapilan tiim tilkelerde tiretimi etkileyen en dnemli faktér olarak bilinmektedir. Patojen icin
uygun iklim ve cevre kosullarinin meydana geldigi yillarda hastaligin epidemisi ile ciddi tiriin
kayiplar1 yasanmaktadir. Ulkemizde de antraknoz hastahiginin nohut Uretiminde énemli bir
problem oldugu belirtilmistir (Atasagun, 2009: 18).

1. 6. Konukc¢ularn

Cicer genusundaki bitkiler etmenin konukgulari olmakla birlikte fungus yonca
(Medicago sativa ) ve tarla bezelyesi ( Pisum sativum) bitkilerine de enfekte olmustur. Ancak

sadece nohutta ciddi {irin kayiplarina yol agarak oldukga biiyiik bir 6nem teskil etmektedir
(Atasagun, 2009: 12).

Ascochyta rabiei patojeni hem kiltiir nohutunda (Cicer arietinum L.) hem de yabani

nohut tirlerinde (Cicer spp.) konukgu 6zgiilliigii gostermektedir (Tabanli, 2016: 8).
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Sekil 1.8. Nohut antraknoz hastaliginin a,b; nohut yapraklarinda, c,d; nohut sapindaki belirtileri
Kaynak: (Apaydn vd., 2008: 59).

1. 7. Hastalikla Miicadele

Kdlturel 6nlemler olarak, tohumluk hastaligin goriilmedigi tarlalardan alinmalidir. 2-3
yilda bir ekim nobeti yapilmalidir. Hasattan sonra, tohumluk kismi 7-8 giin giines altinda
yayilarak kurutulduktan sonra depoya kaldirilmahidir (Kilig vd., 2017: 59). Ayrica tohumluk
partilerde hi¢ enfeksiyon olmasa da tohumlara fungisit uygulamasini tavsiye etmektedirler
(Atasagun, 2009: 18). Tarlalarda hastaligin ilk goriildiigii kisimda bulunan hastalikli nohut
bitkileri sokiilerek tarladan uzaklastirilmalidir. Nohut bitkisinin ekim aninda tohumlarin
normal derinlige diismeleri saglanmalidir. Uretim igin hastaliga dayanikli gesitler tercih

edilmelidir (Kili¢ vd., 2017: 59).

Hastalik etmeni ile enfekteli tohumlar, belirli derecelerdeki sicakliklarda belli
stirelerde muamele edildiginde tohumlarda fungusun elemine edildigi, bununla birlikte tohum
¢imlenme oranmin diistiigi bildirilmistir. A. rabiei ile bulagik tohumlar giines 151gma maruz
birakildiklarinda yaklasik olarak etmenin % 50 oraninda azaldigi, fakat tohumlarin
¢imlenmesinin etkilenmedigi goriilmistiir. Bagka bir ¢calismada A. rabiei ile enfekteli nohut
tohumlarimnt 55, 60 ve 65 °C sicakliklarinda 6-12 saat biraktiklarinda fungusun tamamen yok
oldugunu, buna karsin tohum ¢imlenmesinin % 50 azaldigini belirtmislerdir (Atasagun, 2009:
19).

Direngli hatlarin kullanimi1 Ascochyta yanikligmi kontrol etmek igin en pratik yol
oldugundan, genetik direnci gelistirmek, tim diinyada nohut islah programlarmm temel
amacidir. Konukgu bitki direnciyle kontroli tzerinde cok az ilerleme kaydedilmesinden
dolay1 yuksek duzeyde direngli gesitlerin gelistirilmesi kaynaklarin eksikligi nedeniyle yavas
ilerlemektedir. Orta derecede direngli konuk¢u kullanimi ve fungusit uygulamasi gibi

kombinasyonlarin yapilmasi tercih edilmektedir (Atasagun, 2009: 19).
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Kismen dayanikli ¢esitlerin ¢iceklenme donemine baslarken enfeksiyona karsi daha
hassas olduklarmi bilinmektedir. Orta diizeyde dayanikli ¢esitleri kullanmak yalniz basma
hastalig1 baski altina almada yeterli olmadiginda yapraktan fungisit uygulama programlarina
gereksinim duyulmaktadir. Bu amagla Amerika Birlesik Devletleri’nin North Dakota
eyaletinde koruyucu fungisit olarak chlorothalonil ve maneb kullandirilmistir. 2002-2004
yillarinda ise chlorothalonil kullanimmdan sonra iki kez azoxystrobin ve pyraclostrobin
uygulamasi tarlada bitkilerde hastalik simptomlarinin ¢ikisinda azalmalar ve Urlinde dnemli

verim artiglariyla sonuglanmistir (Atasagun, 2009: 21).

Kanada’da yapilmis bir ¢alismada azoxystrobin ve pyraclostrobin doniisiimlii olarak 2-
5 kez uygulanmasinda Ascochyta yaniklik hastaligi siddetinin diger ila¢ uygulanmayan
kontrollerle karsilastirildiginda 6nemli derecede azaldigini belirlemislerdir. Bir bagka bilim
adammin calismasi1 olan tarla denemelerinde boscalid ve prothioconazole uygulamasmin
Ascochyta yaniklik hastaliginin = siddetini azaltarak Urlinde artisa neden oldugunu
bulunmustur. Kanada’da yapilan denemelerde boscalid uygulamasinin iiriin veriminde artisa

neden oldugunu belirlenmistir (Atasagun, 2009: 21).

Tarla bulasiksa veya gevrede enfekteli alan varsa Ascochyta rabiei'nin kontroliinde
tohum ilaglamasi bazen yeterli olmayabilmektedir. Bununla birlikte etkili fungusitlerle tohum
ilaglamas1 biiyiik Ol¢lide baslangic inokulum seviyesini azaltmakta ve hastaligin temiz
alanlara yayilmasmi dnlemektedir. Bir grup kimyasallar bu etmen i¢in denenmis ve bunlarin
bazilar1 kismen etkili bulunmustur. 1983’de yapilan bir ¢alismada thiram+benomyl
karisiminin  hastaligin  tohumdan gegisini  Onleyerek kok c¢iriikligini de azalttigini
bildirmistir. Baska bir ¢alismada Mancozeb, Maneb, Propineb, chlorothalonil kullanilan
ilaglarin birkagidir. 1993°de yapilan bir ¢alismada prochloraz ve prochloraz+mancozeb
karigimmin 2 kez uygulandigi vakit hastaligin kontroliinde etkili oldugunu ve verimde artis

oldugunu belirtilmistir (Atasagun, 2009: 22).

2003 yilinda spor ¢imlenmesi Uzerine en etkili fungisidin diniconazole oldugunu ve
sirastyla bunu difenoconazole, tebuconazole ve carbendazim’in takip ettigini, patojenin tohum
enfeksiyonuna kars1 fungisitten benomyl+thiram, carbendazim ve
carbendazim+chlorothalonil uygulamasmin en etkili oldugunu, tarla uygulamalarinda ise
azoxystrobin, chlorothalonil ve mancozeb fungisitlerinin en etkili olugunu tespit edilmistir
(Atasagun, 2009: 21).
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1. 8. Antraknoz Hastahgina Kars1 Direng Genleri

Nohut germplazmasinda tam diren¢ olmamasi nedeniyle ascochyta yanikligina
dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesinde sinirli basar1 elde edilmistir. Bugiine kadar, cesitli
genetik arka planlarda ascochyta yaniklig1 direnci ile iliskili birkag niceliksel 6zellik lokusu
(QTL) tanimlanmustir. Yine de, ascochyta yanikligina karsi kesin direng mekanizmasi hala

bilinmemektedir (Mandeep vd., 2017; Millan vd., 2003: 3-374).

Cesitli bitki tiirlerine kars1 ¢esitli patojenlere karsi direngte biiyiik rol oynayan NBS-
LRR genleri de dahil olmak {izere ¢ok sayida bitki hastaligina kars1 direng geni tanimlanmis
ve klonlanmistir NBS-LRR genlerinin ¢ogunun, salisilik asit (SA) savunma yanitinin
aktivasyonuna yol acan bir "gen-gen" veya "koruyucu" model konakg¢i-patojen etkilesimi
sonrasinda biyotrofik patojenlere kars1 direng sagladig1 bilinmektedir. Nekrotrofik patojenlere
kars1 direng mekanizmasi bilgisi, fitotoksin iiretimi ve jasmonik asit (JA) ve etilen yolunun
aktivasyonu ile sinirlandirilmistir. NBS-LRR genlerinin nekrotrofik patojene karsi duyarlilik
ile bir iligkisi farkli ¢alismalarda gbzlemlenmistir. Son ¢alismalar ayrica NBS-LRR genlerinin
nekrotrofik patojenlere karsi direng reaksiyonunda rol oynadigini géstermistir (Mandeep vd.,
2017; Millan vd., 2003: 3-374).

Nohutta Ascochyta yanikligina karst NBS-LRR genlerinin iligskisi su ana kadar
bildirilmemistir. NBS-LRR genlerinin frekansi, bitki tiirleri arasinda olduk¢a degiskendir.
Nohut NBS-LRR gen frekansi %0.21-%1.6 araliga girer. Birka¢ c¢alisma, NBS-LRR gen
frekans1 ile genom biiylikliigli veya toplam agiklamali genler arasinda bir korelasyon
olmadigmi gostermistir. NBS-LRR genlerinin diisiik kopya sayisinin agiklanmasi i¢in bir
hipotez, NBS-LRR genlerinin, bitki genomundaki NBS-LRR genlerinin sayisin1 kisitlayan
bitki hiicreleri Uzerindeki uygunluk durumu ve 6limcul etkisinden kaynaklanabilir (Mandeep
vd., 2017; Millan vd., 2003: 3-374).

Nohut NBS-LRR gen ailesinin ¢ogu, diger bitki tiirlerinde gozlemlendigi gibi temel
korunmus alanlara sahiptir. 121 NBS-LRR geninden 98 gen, hem NBS hem de LRR
alanlarindan olusan proteinleri kodlar ve geri kalan 23 gen eksiktir. Gerekli tiim yapisal
motiflerin varhigi, bagimsiz R-proteinleri olarak islev yapma kapasitelerini gdsterir. Bununla
birlikte, kesilmis veya eksik genlerin de tam genlerle isbirligi icinde bir islevi oldugu
bildirilmistir. Bir c¢alismada ayrica kesilmis NBS-LRR genlerinin Ascochyta yaniklig

enfeksiyonu Uzerine yukari regiilasyonu gosterilmistir (Mandeep vd., 2017: 1).
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Nohut NBS-LRR gen ailesi, alan mimarilerine gore sekiz ana smifa ayrilmistir. Genel
olarak, TNL smifi genellikle monokot tiirlerinde eksiktir. Bir dikotil turd olan nohut TNL
smifi icerir ve sayilart 39°dur. NBS-LRR genlerinin evriminin monokotlar ve dikotlar
arasinda onemli Olciide farklilastig1 bilinmektedir. TNL'nin TNL / CNL smifindan olmayan
evrimsel ayrigsmasi birgok ¢alismada gozlenmistir. RPW8'in, CNL klonu igerisinde RPW8'in
ortak CNL genlerinden fonksiyonel ayrigmasini destekleyen ayri bir alt klon olusturdugu da
gozlenmistir. Bir Filogenetik analiz sonucu, nohut NBS-LRR genlerinin benzer paternleri
izledigini gosterilmektedir. Filogenetik analizler, TNL, CNL, RNL ve NL ve C-terminal LRR
domaini tagimayan benzer siniflar olarak smiflandirma kriterlerimizi destekler (Mandeep vd.,
2017: 11).

NBS-LRR genleri tiim nohut kromozomlarma dagitilmistir. Bununla birlikte,
kromozom 5 en fazla sayida NBS-LRR geni igerdiginden ve en diisiikk kromozom 8 oldugu
icin dagilim kromozomlar arasinda bile degiskendir. Siklikla NBS-LRR genlerinin genetik
varyasyona ve hizli evrime katkida bulunabilecek kiimelerde mevcut oldugu goézlenmistir.
Nohutta, NBS-LRR genlerinin neredeyse yarisi (% 48) kiimelerde bulunmustur. Bu
kiimelenmis genler arasinda, mono kiimeler (% 78), bu genlerin ardisik kopyalar yoluyla
evrimlesmis olabilecegini yansitan karisik kiimelerden daha fazladir. NBS-LRR genlerinin
kiimelenmesinin bir bagka 6nemi, fonksiyonel olarak iligkili genlerin tandem kiimelenmesinin
birlikte ifadeyi kolaylastirmasi ve piringte ve Arabidopsis'te (Dirikata) diren¢ gostermesi icgin
patojen efektor molekiilleri ile etkilesime girebilecek fonksiyonel heterodimerler
olusturmasidir. Mandeep ve ark., 2017 “un yaptig1 bir ¢alismada ekspresyon analizler sonucu
kiimede bulunan NBS-LRR genlerinin benzer ekspresyon paterni goésterilmistir. Kromozom 2
Uzerinde QTL1'de bulunan kime 3'Un iki NBS-LRR geni (LOC101501248 ve
LOC101502198), her genotipte benzer indiksiyon paterni gostermistir. U¢ NBS-LRR
geninden (LOC101498365, LOC101498707 ve LOC101499030) olusan kromozom 3
Uzerinde QTL2 ile birlikte bulunan Kime 2 de her genotipte benzer ekspresyon paterni
gostermistir. Bu kiimelenmis genlerin birlikte ekspresyonu, ortak direng mekanizmasina

potansiyel katilimlarini yansitir (Mandeep vd., 2017; Millan vd., 2003: 11-374).

QTL bolgelerindeki ko-lokalize genler, farkli 6zelliklerle iliskili potansiyel aday
genleri tanimlamak i¢in basariyla kullanilmistir. Nohutta, CAETR1 ve Ein3, Ascochyta yanma
direnci i¢in swastyla QTLARI ve QTLAR3 ile birlikte lokalizasyonlarina dayanarak
ascochyta yaniklig1 direnci i¢in aday genler olarak tanimlanmistir (Madrid ve ark., 2012,

2014). Soya fasulyesinde, NBS-LRR genlerinin sayisi ile her kromozom iizerindeki hastalik
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direnci Q TL'leri arasindaki giiglii pozitif korelasyon, bu gen ailesinin soya fasulyesi hastalik
direncine katkisini yansitmaktadir. NBS-LRR genlerinin nohutta Ascochyta yanik yanit1 ile
iliskisi rapor edilmemistir. Burada 30 NBS-LRR geni rapor edilmistir (Mandeep vd., 2017:
11).

Kromozom 2, 3, 4, 6 ve 8 tizerindeki dokuz Ascochyta yanma direnci Q TL'lerinin
fiziksel pozisyonu daha 6nceki ¢aligmalarda lokalize olmustur. NBS-LRR genlerinin kiimeleri
ayrica nohut kromozomu 2, 3, 4 ve 6'daki AB-Q TL'ler i¢inde tanimlanmistir. Kromozom
uzerinde AB-Q TL ile birlikte lokalize i¢ CNL smifi gen kiimesi, P. parasitica'nin bes
izolatina kars1 direng saglayan Arabidopsis RPP13 geni ile yiksek sekans benzerligi
gostermistir (Mandeep vd., 2017: 11).

Ascochyta rabiei izolat1 AR-170-3, her ii¢ genotipte de nekrotik lezyonlarin

iretilmesinde agik¢a goriildiigii gibi hem duyarli hem de orta derecede direncli genotipleri
enfekte eder. Orta derecede direngli genotipler (CDC Luna ve CDC Corinne), duyarh
genotipe (ICCV 96029) kiyasla gecikmis semptom gelisimi gosterdi. AB-Q TL'lerde ko-
lokalize NBS-LRR genlerinin ¢ogu, kontrole kiyasla bir zaman noktasinda en az bir genotipte
farkli ekspresyon gosterdi. Bununla birlikte, bu genlerin, bu genotipler {izerindeki hastaligin
ilerlemesi ile iliskili olan direngli genotiplere kiyasla, enfeksiyonun erken saatlerinde
enfeksiyonun erken saatlerinde yukar1 regiilasyonu goézlemlenmistir. Bazi NBS-LRR

genlerinin genotipine 6zgl ekspresyon paterni de gézlendi (Mandeep vd., 2017: 11).

Iki NBS-LRR geni (LOC101509145 ve LOC101498915) yalnizca orta derecede
direngli ¢esit CDC Corinne'de yukari regiile edildi. Kromozom 8 Uzerinde QTLS5 ile birlikte
lokalize olan bir gen (LOC101505949), CDC Corinne'de 12 hpi harig, tim Ascochyta yanik
asilanmis numunelerinde yukari regiilasyon gosterdi. Bu gen, Arabidopsis ARD1 benzeri
genlerle (AT4G33300) ¢ok yiiksek sekans benzerligine sahipti. Arabidopsis ARD1 benzeri
gen, SA biriktiren ve biyotrofik patojene karsi genis direng saglayan bir RPW8-NBS-LRR
smmif genidir. Varlik biyokrofik direng geninin Ascochyta yaniklik direncindeki QTL,
biyotrofik ve nekrotrofik patojenlere karsi direng saglanmasinda ortak savunma
mekanizmasinin yer alabilecegini diisiindiirmektedir. NBS-LRR genlerinin yani sira, EIN3
geni QTL2 ve QTLAR3'teki NBS-LRR genleri ile birlikte lokalize edildiginden, AB-QTL
araliginda diger hastalik direnci ile ilgili genler de mevcut olabilir. EIN3, etilen tepkilerine
aracilik etmede onemli bir rol oynayan bitkiye 6zgii bir transkripsiyon faktoridur. Bitki

savunma yaniti, NBS-LRR proteinlerinin asag1 akisinda yer alan etilen, SA ve JA dahil olmak
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uzere bircok sinyal molekilind indukler. Bu nedenle, hem etilen yolunun hem de NBS-LRR

genlerinin, ascochyta yanmasina karsi direng saglamada rol oynayabilecegi muhtemeldir
(Mandeep vd., 2017: 12).

Mandeep ve ark., (2017: 12) genetik analizi sonucunda nohut genomunda 121 NBS-
LRR geni tespit etti. NBS-LRR genleri sekiz farkli sinifa ayrildi. Ascochyta yanikligi direnci
icin bilinen Q TL'lerle birlikte lokalizasyonlarina ve ekspresyon profillerine dayanarak
ascochyta yanik enfeksiyonuna yanit olarak potansiyel olarak dahil olan NBS-LRR genlerini
belirledi. Nohutta NBS-LRR genlerinin hastalik direnci ile iligkisini dogrulamak igin ileri

fonksiyonel ¢alismalara kaynak saglandi.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1 Bitki Materyalleri

Gegitkusagr Tarmmsal Arastirma Enstitlisiinden (Eskisehir, Tiirkiye) 38 c¢esit/melez
nohut bitkisi yapragi saglanmistir (Tablo 2. 1) .

Elde edilen bitki 6rnegi s1vi azotta 6giitiildiikten sonra DNA izolasyonu i¢in hazir hale

getirildi. Kullanilana kadar -20 °C’de saklandi.

13

Sekil 2.1. Eskisehir Gegitkusagi tarimsal arastirma enstitiisii Nohut ¢esit/melez tarla gorintusi



Tablo 2.1. Ornek alinan 38 gesit/melez bitki materyali

Dayamklilik ve Hassashk

| Cesit/Melez Adi Durumu
1-FLIP97-90C 19-MB-1 Dayanikli
2-FLIP98-31C 19-MB-2 Bilinmiyor
3- Azkan 19-MB-3 Bilinmiyor
4-(4)CA9783088C//FLIPI1- 19-MB-4 Bilinmiyor
4C/CANITEZ-87-3E
5-1LC-3279 19-MB-5 Bilinmiyor
6-1CC-3996 19-MB-6 Bilinmiyor
7-1CC-12004 19-MB-7 Bilinmiyor
8-FLIP97-122C//91-149C/FLIP86-110C 19-MB-8 Bilinmiyor
9-FLIP97-90C/FLIP97-125C 19-MB-9 Bilinmiyor
10-FLIPQ9-7C 19-MB-10 Dayamikh
11- Sel 01TH74102 19-MB-17 Hassas
12- JG 74 (ICC 6098) Fusarium 19-MB-18 Bilinmiyor
13-WR315 (ICC8933) Fusarium Racel 19-MB-19
ve 3 tolerant
14- Canitez 19-MB-23 Hassas
15- Kir.-Noh. 19-MB-24 Hassas
16- Is1k-05 19-MB-25 Hassas
17- Hisar 19-MB-26 Bilinmiyor
18- Cakir 19-MB-27 Bilinmiyor
19-Akca 19-MB-28 Bilinmiyor
20- Sar1-98 19-MB-37 Bilinmiyor
21-Meksika Nohudu (Aslan uzun havza/ 19-MB-38 Hassas
Samsun)
22-Yesilova 19-MB-39 Hassas
23-Tavas 19-MB-40 Hassas
24-FLIP 97-32C 19-MB-41 Hassas
25- FLIP99-6C 19-MB-42 Bilinmiyor
26-FLIP99-12C 19-MB-43 Bilinmiyor
27-FLIP98-90C/FLIP97-122C 19-MB-44 Bilinmiyor
28-KIR.NOH./4N-1142-4/[FLIP97-90C- 19-MB-45 Bilinmiyor
19E
29-FLIP97-74C/FLIP98-177C 19-MB-46 Bilinmiyor
30-FLIP97-107C//FLIP91-14C//FLIP90- 19-MB-47 Bilinmiyor
124C/3/FLIP98-177C
31-FLIP97-32-C-2E/FLIP97-90C 19-MB-48 Bilinmiyor
32-FLIP98-151C/FLIP91- 19-MB-49 Bilinmiyor
149C//FLIP91-75C/3/FLIP98-177C
33-FLIP97-90C/3/KIR:NOH.//FLIP97- 19-MB-50 Bilinmiyor
127C/FLIP90-132C
34-FLIP97-90C/FLIP00-6C 19-MB-52 Hassas
35-BG-212(Kabuli) 19-MB-56 Bilinmiyor
36-CPS-1 19-MB-30 Hassas
37-16-NBVD = Dayaniklh
38-16-NBVD-15 -- Dayanikh
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2.2 DNA lzolasyonu

—Spin kolonuna 40 pl aktivasyon tamponu (Buffer P) eklendi ve spin kolonuna lizat
karigimini ekleyene kadar oda isisinda tutuldu. 100 mg 1slak veya 20 mg Kkuru
ogitiilmiis/parcalanmig (un haline getirilmis) bitki veya mantar materyalini 2 ml eppendorf
tiiptine ekleyip, materyalin dipte toplanmasi igin kisa bir santrifiij yapildi. Tlpe 400 pl Lyse P
(bitki, alg, liken) veya Lyse F (fungi) eklendi. Materyali tampon icinde homojen olarak
dagilacak sekilde yavasea alt st edildi.

-3 pl RNase A ve 10 pl Proteinase K ekleyin. 65°C su banyosunda ¢rnekleri 30 dak.
inklibe edildi. Inkiibasyon sirasinda tiipleri belli araliklarla yavasca alt (ist yaparak karistirilda.
130 ul Buffer AC eklendi, yavasga alt tist ettikten sonra 5 dak. buzda bekletildi. 2 mI’lik tiiler
icindeki lizat1 10 dak. 15000 (veya 14 000) g’de santrifiijlendi. 400 pl siipernatant’s yeni bir
tipe dikkatlice aktarild.

—350 ul Buffer Sol P eklendi. %96°lik etanolden 250 ul eklendi TUpU birkac kez alt Gist
yaparak karistirildi.1 dak. 14 000 (veya 12 000) g’de santrifiij yapildi. Siipernatant’in 600 pl
sini toplama tlpinin igindeki spin kolonuna eklendi. 1 dak. 14 000 (veya 12 000) g’de
santrifiij yapildi.

—Spin kolonu alip toplama tiipiindeki siviy1r bosalttiktan sonra tekrar spin kolonunu
toplama tiipiine yerlestirildi. Kalan siipernatant’1 da spin kolonuna ekleyerek 1 dak. 14 000
(veya 12 000) g’de santrifiijlendi. Spin kolonu alip toplama tiipiindeki siviy1 bosalttiktan
sonra tekrar spin kolonunu toplama tiipiine yerlestirildi. Spin kolonuna 500 ul Buffer Wash
PX eklendi ve 1 dak. 14 000 (veya 12 000) g’de santrifiijlendi.

—Spin kolonu alip toplama tiipiindeki siviy1r bosalttiktan sonra tekrar spin kolonunu
toplama tiipiine yerlestirildi. Spin kolonuna 500 pl Buffer Wash PX ekleyin ve 2 dak. 14 000
(veya 12 000) g’de santrifiijlendi. Spin kolonunu alindi ve 1,5/2 ml’lik yeni bir toplama
tiipline yerlestirildi. 50-150 ul Elution Buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.5) kolonun tam ortasina
eklendi. Oda 1sisinda 2-3 dak. inkibe edildi. 1 dak. 14 000 (veya 11 000) g’de santrifiijlendi.
Kolonu atip toplama tiipiindeki DNA’y1 2-8°C’de saklandi.

izole edilen DNA 6rneklerinin Nanodrop 6zellikli spektrofotometre de miktar ve kalite
tayinleri gerceklestirilmistir. Daha sonra elde edilen DNA ekstrati PZR deneylerinde kalip

olarak kullanilmustir.
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2.3 Ozgiil Belirtec (Marker) Tasarim

Mandeep ve arkadaslar1 (2017: 11-12) caligmada elde ettikleri Ascochyta yanikligi

direnci icin bilinen Q TL'lerle birlikte lokalizasyonlarini ve ekspresyon profillerine dayanarak

Ascochyta yanik enfeksiyonuna yanit icin potansiyel olarak dahil olan NBS-LRR genlerini

belirledi. Nohutta NBS-LRR genlerinin hastalik direnci ile iligkisini dogrulamak igin ileri

fonksiyonel caligmalara kaynak sagladi.

>

Calismada kaynak lokalizasyonlar1 temel alarak NCBI veri tabaninda yapilan tarama
sonucunda nohut bitkisi i¢in antraknoz hastaligina karsi direng geni olabilecek NBS-LRR
gen ailesi Uyelerinin 43 adet complete (tam) CDS (kodlanan dizi) bilgisi elde edilmis ve
niikleotit dizileri fasta formati olarak kaydedilmistir.

CDS dizilerinin tamami MEGA 10.1.8 programi kullanilarak kendi aralarinda dizi
hizalamast yapilmis (Sekil 2. 2) ve Maximum Parsimony yontemiyle benzerlik
dendrogrami ¢izilmistir.

Dendrogramda benzerlik durumuna gore olusan gruplar arasinda, yiiksek oranda benzerlik
gosteren 14 farkli grup belirlenmis ve bu gruplara ait dizilerin yiiksek oranda benzerlik
gostermeleri nedeniyle, her bir grubu temsil eden korunmus diziler kullanilarak birer
forward (ileri) ve reverse (geri) primer tasarlanmistir.

Primer tasariminda her bir primerin baz sayisi, %GC orani, DNA kalibina oturma 1sis1
(annealing temperature), hairpin, self-dimer, heterodimer, miss-match analizleri IDT web
sitesindeki primer calculator software (https://eu.idtdna.com/) kullanilarak gergeklestirilmis

ve PZR sonucunda olusacak Uriin boyutlar1 hesaplanmistir (Tablo 2.3).

27



Species/Abbry

1. CC-MBS-LRR_LOC101492550

2. At1g50180_LOC101487121

3. At3g14450_LOC101504229

4. At3g14480_LOC101504401

5. At3g14460_LOC1015045943

6. At3g144560_LOC101505655

7. At3g14450_LOC101514528

8. At4g27190_like_LOC101496761

9. At5g05400_LOC 101497997 _variant_X1
10. AtSg05400_LOC101497997_variant_X5
11. AtSg05400_LOC101506740

12. LAZ5_LOC101499439_variant_X2

13. LAZS_LOC101499941

14. RGA1_LOC101454964

15. RGAZ_LOC101498365

16. RGA3_LOC101495199

17. RGAI_LOC101496073

18. RGA4_LOC101485430

19. RGAL_LOC101450582

20. RML1A_LOC101503348

21. RML1A_like_LOC1014598509

22 RPM1_LOC101492853

23. RPM1_LOC101457108

24 RPM1_LOC101457442

25 RPM1_LOC101505222

26. RPM1_like_LOC101483526

27. RPM1_LOC101504865

28. RPP2B_like_LOC101505313

29. RPS2_like_LOC101512529_variant_X1
30. RPS2_like_LOC101512529_variant_X4
31. RPP8_like_protein_3_LOC101512650
32. RPP13_like_protein_1_LOC101494471
33. RPP13_like_protein_1_LOC101497042
34. RPP13_like_protein_1_LOC101500214
35. RPP13_like_protein_1_LOC101501665
36. RPP13_like_protein_1_LOC101502658
37. RPP13_like_protein_1_LOC101515540
38. RPP13_like_protein_2_LOC101495647
38, Enhanced_Disease_resistance_2_LOC10149023
40. probable_Atd4g27220_LOC101493485
41. probable_At4g27220_LOC105851576
42. probable_At4g33300_LOC101492877
43. probable_AtS5gB6900_LOC101505549

Sekil 2.2. NCBI gen bankasi veri tabaninda tanimlanmig NBS-LRR diren¢ gen dizilerinin MEGA 10.1.8 analiz
programi ile hizalanmas1 (At3g14460 Gene ID: 101511364, Gene ID: 101514528, Gene ID: 101504401, Gene
ID: 101504943, Gene ID: 101504229, Gene ID: 101505696. CC-NBS-LRR Gene ID: 101492550. At1g50180
Gene ID: 101497121. At4g27190-like Gene ID: 101496761. At5g05400 Gene ID: 101497997, Gene ID:
101506740. LAZ5 Gene ID: 101499439, Gene ID: 101499941. RGAL1 Gene ID: 101494964, RGA2 Gene ID:
101498365, RGA3 Gene ID: 101496073, Gene ID: 101495199. RGA4 GenelD: 101489480, GenelD:
101490582. RML1A GenelD: 101503346. RML1A-like GenelD: 101498509. RPM1 GenelD: 101492653,
GenelD: 101497442, GenelD: 101505222, GenelD: 101504665, GenelD: 101497108. RPM1-like GenelD:
101493526. RPP2B-like GenelD: 101505313. RPS2-like GenelD: 101512529. RPP8_like GenelD: 101512690.
RPP13 like GenelD: 101494471, GenelD: 101497042, GenelD: 101500214, GenelD: 101501665, GenelD:
101502658, GenelD: 101515540, GenelD: 101495647. ENHANCED DISEASE RESISTANCE 2 GenelD:
101490237. probable At4g27220 GenelD: 101493495, GenelD: 105851576. At4g33300 GenelD:
101492877.probable_At5966900 GenelD: 101505949).
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Tablo 2.2. Tasarlanan 6zgul primerler ve nikleotid dizileri

Primer Adi Primer Dizisi (5°- 3”) Uriin
Boyutu(bp)
At3g/RPP13-Likel Grubu Forward: TGATCTCAAAGATGCTCT ~143-146
Reverse: ACTTACGAACCATATCCC
RPP13-Like 1 Grubu Forward: GATTGTTGGTCTTTACTC ~363-365
Reverse: TTCTGCCATCCACAAC
RGA 3 Forward: GTGTGTTCAATGATAAGAG ~500-503
Reverse: AAGGAAGCCCTCCACAT
RGA 1 Forward: CAGAGGGCTTGCTTAGTG 326
Reverse: AATGTCTTTGAACTTGTTAC
RGA 2 Forward: GCCACTTCTTTTCTACCT 201
Reverse: TTCCTATTACACTTGATGC
RGA 4 (RGA4_L0OC101490582) Forward: AGGCCAATAATCATCAAG 115
Reverse: GCCATCACTTTTCTTTTC
RPM1 Grubu Forward: GGKTTRCCWYTDGSAATTGT | ~331-391
Reverse: ACAAAYCCTTCDGCHATCCA
RML1A Forward: ATGCAAATGAATCAAGGA 223
(RML1A_LOC101503346) Reverse: CCCTAAAGCTAACAAAAAC
LAZ5 grubu Forward: TGCTTATTTCAAAACCAAG 195
(LOC101499439 variant_X2) Reverse: TTCGTGACAAAGCCTTAA
RPP2B Like Forward: ATGGCTTCCTTCAGTTCT 171
Reverse: AACAACAACTCCAGCTACT
CC-NBS-LRR Forward: CCGAACAACTCCTCAATT 207
Reverse: TTTCCATTTTCTTTGCTAA
At4g27190 like Forward: TGGAGTGGGCAAGACAAC 171
Reverse: CCGGCAATAGTCTCTTCA
RPS2 Like (X4) Forward: GTGGCTTTACCTGTGCTG 151
Reverse: CGATCTCTTCACCGTTCC
At5g05400 L OC101497997 grubu | Forward: ATGTCTTCTTTGCGTTAA 136
(X5) Reverse: TTCCACTGGTTTCTCAAT

» NBS-LRR direng gen dizilerine 6zgiil tasarlanmis 14 primer giftinin her biri, nohut
bitkisine ait tum genom dizisi Uzerinde oturma bolgeleri belirlenmek (zere NCBI gen
bankas1 Genome Data Viewer programi analiz edilmis ve ilgili gen/gen grubunun intron

icerip icermedigi teyit edilmistir (Sekil 2. 3).
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Sekil 2.3. NCBI gen bankasi Genome Data Viewer programi ile NBS-LRR diren¢ gen dizilerinin intron
icermediginin teyit edilmesi. 14 primer ciftinden temsilen At3g/RPP13-Likel Grubu Forward primeri icin
yapilan analiz sonucunun gdésterimi.

2.4 PZR Yontemiyle Cogaltimm

Direng genlerinin tespitinde spesifik belirtecler (marker) olan primerler kullanilarak
PZR reaksiyonlar1 gerceklestirildi. Asagida kullanilan mikrosatellitler ve dizileri

bulunmaktadir.
PZR protokolii asamalart:

1. Primerler 300pl ticari su ile ¢6zdiruldi ve stok primer ¢6zeltisi hazirlandi.

2. 2.5ul stok primer ¢ozeltisinden alinip 100ul’ye dH20 ile tamamlandi ve primer
calisma soliisyonu hazirlandi.

3. -20°C'de saklandu.

4. 25ul toplam reaksiyon hacmi ile, genomik DNA'dan spesifik primerler igin PZR
amplifikasyonu gerceklestirildi.
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Tablo 2.3. 38 nohut ¢esidi i¢in hazirlanan 25u1 PZR MiX protokolii

Bilesen Miktar

H20 11.8ul
Buffer(10X) 2.5ul

MgCl 1.5ul
dNTP (dATP, dCTP, dGTP 20l

ve dTTP)

F-primer 2.5ul
R-primer 2.5ul
DNA kalib: 2ul

Taq Polimeraz 0.2ul
Amplifikasyonlar, asagidaki sekilde programlanan

bir Techne

TC Plus

termoksikleyinde (Techne Inc.) gergeklestirildi: 1 déngl; 94°C'de 3dk (6n denaturasyon); 35
dongu; 94°C'de 1dk 50-60°C'de (her bir primer i¢in farkli oturma 1silar1) 1dk, 72°C'de 2dk, 1
dongu; 72°C'de 7dk (final uzama) seklinde gergeklestirilmistir.
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2.5 Agaroz Jel Elektroferezi ve Fotograflama

PZR drinleri %1.4’liik agaroz yogunlugunda yatay elektroferez kullanilarak
yuratuldd. 1.4gr agaroz tartilip 100ml 0.5X’lik TBE soliisyonu igerisine konulduktan sonra
mikrodalga firinda kaynatildi ve uygun sicakliga geldiginde igerisine 2.4l etidyum bromide
eklendi. Taraklar yerlestirilip jel tablaya dokiildii. Agaroz jel katilastiktan sonra taraklari
¢ikartilarak Spl PZR diriinii 1ul loading dye olmak iizere kuyucuklara toplam 6ul yiiklendi. {1k
kuyucuga DNA ladder (100bp plus) 3ul yiiklendi. Elektroferez tankinda tampon olarak
0.5X’lik TBE kullanildi. PZR frtinler 85V’da 1 saat 30dk ydratiuldukten sonra UV

transilliminator altinda goriintiilendi.

Tablo 2.4. TBE tampon igerigi
5X’lik TBE (11t)

Stok soltisyonlar Miktar
Tris base 54gr
Borik asit 27.5gr

EDTA(0.5M) iml
DNA Mass Base Pairs
(ng/5pl)
40 — 3,000
70 — 1,500
3 = g0
4 — 800
30 — 700
30 — 600
20 — 500
40 — 400
30 — 300
40 — 200
40 — 100

1.5 % TAE agarose gel
Sekil 2.4. 100bp plus DNA ladder marker
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3. BULGULAR
3.1. DNA Miktar ve Kaliteleri
Calisma materyali olarak kullanilan 38 nohut ¢esit ve hattmin DNA izolasyonu

sonucunda spektrofotometrik yontemle miktar ve kalite tayinleri ger¢eklestirilmistir

Tablo 3.1. Nohut gesitlerinden izole edilmis genomik DNA'larin miktar ve saflik 6l¢im sonuglari.

0 e a a DNA 3
60/280 0
1-FLIP97-90C 1,43 24,90
2-FLIP98-31C 1,91 32,67
3- Azkan 1,90 21,78
4-(4)CA978 3088C//FLIP91-AC/ICANITEZ-87-3E 1,85 21,85
5-1LC-3279 1,95 36,19
6-1CC-3996 1,93 23,66
7-1CC-12004 1,96 31,69
8-FLIP97-122C//91-149C/FLIP86-110C 1,90 27,81
9-FLIP97-90C/FLIP97-125C 2,13 24,33
10-FLIPQ9-7C 1,83 33,15
11- Sel 01TH74102 2,17 24,32
12- JG 74 (ICC 6098) Fusarium 2,02 18,14
13-WR315 (ICC8933) Fusarium Racel ve 3 tolerant 1,92 28,44
14- Canitez 1,93 26,36
15- Kir.-Noh. 1,94 29,57
16- Is1k-05 2,03 30,02
17- Hisar 2,18 28,19
18- Cakar 1,94 51,18
19-Akca 2,08 33,26
20- Sar1-98 2,15 30,94
21-Meksika Nohudu (Aslan uzun havza/ Samsun) 1,96 32,15
22-Yesilova 1,95 35,80
23-Tavas 1,99 27,99
24-FLIP 97-32C 2,08 30,67
25- FLIP99-6C 2,10 28,75
26-FLIP99-12C 1,97 40,67
27-FLIP98-90C/FLIP97-122C 1,98 43,29
28-KIR.NOH./4N-1142-4//FLIP97-90C-19E 2,08 45,14
29-FLIP97-74C/FLIP98-177C 2,18 40,90
30-FLIP97-107C//FLIP91-14C//FLIP90-124C/3/FLIP98-177C 2,05 37,41
31-FLIP97-32-C-2E/FLIP97-90C 2,20 31,88
32-FLIP98-151C/FLIP91-149C//FLIP91-75C/3/FLIP98-177C 1,83 41,86
33-FLIP97-90C/3/KIR:NOH.//FLIP97-127C/FLIP90-132C 2,08 44,28
34-FLIP97-90C/FLIP00-6C 1,94 38,28
35-BG-212(Kabuli) 2,11 35,67
36-CPS-1 2,20 36,73
37-16-NBVD 2,09 35,26
38-16-NBVD-15 1,86 29,44
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3. 2. Gen Dizilerinin Benzerlik Analizi

NCBI gen bankasi veri tabaninda antraknoz direnci i¢in tanimlanan genlere ait
dizilerin MEGA 10.1.8 programi kullanilarak Maximum Parsimony yontemiyle olusturulan
benzerlik dendrogrami olusturulmustur (Sekil 3. 1.). Dendrogramda, nohutta antraknoza karsi
direng durumu igin farkli isimler altinda tanimlanan NBS-LRR genlerinin dizi benzerliklerine

gore gruplandiklar: gorilmiistiir.

001 —22 At3g14460 LOC101504229 -
0.0z —E RPP13 like protein 1 LOC101497042
o _ﬁmagmsn LOC101504943
0.0z L2%% At3914460 LOC101505696
0.05 L 005 At3g14460 LOC101504401
0.1 RPP13 like protein 1 LOC101501665 At3g/RPP13-Like 1
005 — 0.0% RPP13 like protein 1 LOC101515540 Grubu
R 90! ppp13 like protein 1 LOC101500214
0.13 0.06 |22  ppp13jike protein 1 LOC101502658
0.5 At3g14460 LOC101514528
031 0.37 RPP13 like protein 1 LOC101494471 __|
021 041 REA1LOC101494964 —
D34 RGEA4 LOCT01489480
o7 Lw RGA4 LOC101490582 RGA 1.4 Grubu
0.14 e RGA2 LOC101498365
0o 815 RGA3 LOC101495199
0.2z L2122 RGA3 LOC101496073 -
1.03 RPP13 like protein 2 LOC101495647
0.26 2 At1g50180 LOC101497121 —_—
0.20 122 RPP§ like protein 3 LOC101512690
— 0.45 — RPM1 LOC101504665
014 55 RPM1 LOC101497108
0.22 4@ RPM1 LOC101497442
2.13 0.21 022 RPM1 LOC101505222 RPM 1 Grubu
T 010 ppM1LOC101492663
0.8 L2 RPMA like LOC101493526
o5 =22 LAZs LOC101499439 variant X2 j
a.07 LAZS
0.32 LAZ5 LOC101499941
0,25
. 0.73 — RML1A L.oc1n1sn334s j RML 1A
L 9% RML1A like LOC101498509
133 RPP2B like LOC101505313 -
066 = CC-NBS-LRR LOC101492550
— 0.37 ] 960'06 probable At4g33300 LOC101492877 CC.NBS.LRR
: probable AtGg66900 LOC101505949
035 —2 At4g27190 like LOC101496761 j Atd
— 024 81%  probable Atdg27220 LOC105851576 tdg
809 pps2 like LOC101512529 variant X1 .
W@ RPS2 like LOC101612629 variant X4 RPS-2 Like
0.48 oos —22 At5g05400 LOC101497997 variant X1
4@ At5g05400 LOC101497997 variant X5
0.54 813 Atsg05400 LOC101506740 AtSg
WE probable At4g27220 LOC101493495
e Enhanced Disease resistance 2 LOC101490237

Sekil 3.1. NCBI gen bankasi veri tabaninda antraknoz direnci i¢in tanimlanan genlerin dizi benzerliklerine gore
dendogrami ve gen gruplart.
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3. 3. PZR Urnlerinin Analizi
NBS-LRR direng genlerini tespit etmede kullanilmak iizere tasarlanan 14 ¢ift primer
ile gerceklestirilen PZR amplifikasyon iiriinlerinin % 1.4’liikk agaroz jelde yiiriitiilmesi sonucu

olusan 6zgiil bantlar ve jel goriintiileri sekil 3. 2.-3. 15.’de gdsterilmektedir.

At3g/RPP13-Likel

37 38

Sekil 3.2. At3g/RPP13-like primeri ile kurulan PZR deneyinin jel gorintist. M: DNA Markérii 100bp plus
DNA ladder

Atdg27190_like

38 .

171 bp

i R I R TR —_————

At4g27190_like

Sekil 3.3. At4g27190_like primeri ile kurulan PZR deneyinin jel gorintisi. M: DNA Markori 100bp plus DNA
ladder
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At5g05400

37 38

At5g05400

Sekil 3.4. At59g05400 primeri ile kurulan PZR deneyinin jel goruntiisi. M: DNA Markori 100bp plus DNA
ladder

Sekil 3.5. LAZ5 primeri ile kurulan PZR deneyinin jel goriintiisi. M: DNA Markorii 100bp plus DNA ladder
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—
—
—
"
——
—
R

CC-NBS-LRR

Sekil 3.6. CC-NBS-LRR primeri ile kurulan PZR deneyinin jel gorunttsi. M: DNA Markori 100bp plus DNA
ladder

Sekil 3.7. RGA 1 primeri ile kurulan PZR deneyinin jel goriintisi. M: DNA Markdri 100bp plus DNA ladder
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201 bp

Jppap———— R

RGA 2

=

[ ————
¢ 500-5

“cascesy ¢
N
—
=
—
e
—
M

Sekil 3.9. RGA 3 primeri ile kurulan PZR deneyinin jel gorintiisi. M: DNA Markori 100bp plus DNA ladder
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LI

—
e
—
e
—
R
R

-

M

LN

Sekil 3.11. RML1A primeri ile kurulan PZR deneyinin jel goriintiisi. M: DNA Markdérii 100bp plus DNA ladder
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RPP2B Like

Sekil 3.12.

~363-365 bp
GED GED GED aEp S

RPP13-Like 1

SRR

e e s (G

RPP13-Like 1

Sekil 3.13. RPP13-Like 1 primeri ile kurulan PZR deneyinin jel gorintiisi. M: DNA Markéri 100bp plus DNA
ladder
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151 bp

RPS2 Like
== ’ ——
23 24 25 26 27 28 33 34 35 36 37 38

151 bp
- R O O G D G e D R R O @R o D o T O e

RPS2 Like

Sekil 3.14. RPS2 Like primeri ile kurulan PZR deneyinin jel goruntisti. M: DNA Markér 100bp plus DNA
ladder

291-300 bp

RPM1

20 21 o R S 25526 27 28 00 30 31 32 33 34 35 367 37 38

291-300 bp

Sekil 3.15. RPML1 primeri ile kurulan PZR deneyinin jel goruntiisi. M: DNA Markori 100bp plus DNA ladder
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4. TARTISMA VE SONUC

Nohut, diinya Uzerinde insanlar i¢in onemli besin degerleri bakimindan zengin
baklagillerden biridir. Bitki-bazli diyet proteininin ana kaynaklarindandir. Diinya {izerinde
giderek artan niifusun, hayvansal-bazli proteinlerin pahali olmasi, yasanan ¢evre sorunlar1 gibi
nedenlerden dolay1 da talep giderek artmaktadir (Bayrak, 2010; Gan vd., 2006: 1-122).

Nohut yetistiriciliginde en biiyiik problemlerden biri de siiphesiz ki Ascochyta rabiei
patojeninin neden oldugu Ascochyta yaniklig1 (antraknoz yanikligi) hastaligidir. Bu hastaligin
bulundugu tarlalar ciddi boyutlarda {iriin kayb1 yasamaktadir. Hastali§in ortaya ¢ikmasi i¢in
az miktarda inokulum yeterli olmakla birlikte cesitli yollarla yayilabilmektedir. Yakin
cevredeki tarlalarda gozlenmesi ciddi risk olusturmaktadir. Hastaligin yayilmasi kisa zamanda

gerceklesmektedir (Atasagun, 2009; Tabanli, 2016: 63-10).

Bitkiler patojenleri algilamak ve bunlara yanit vermek i¢in sadece iki katmanli hiicre-
otonom bagisiklik sistemini kullanir. Cogu patojen enfeksiyonu direnci, plazma zar1 tizerinde
lokalize bitki desen tanima reseptorleri (PRR'ler) tarafindan patojene bagli molekiiler
modellerin (PAMP'ler) taninmasiyla aktif olan bitki bazal savunma tepkisinin birinci tabakasi
tarafindan gergeklestirilir. Baz1 patojenler ise, konak¢1 bazal savunmayi baskilamak ig¢in
efektdr proteinleri bitki hiicrelerine ileterek ilk bariyeri atlatabilir. Patojenler, patojen efektor
proteinin varligimi taniyan ve asagi yonde aktive eden bitki hastaligina direng geni (R-genleri)
tarafindan kodlanan hiicre ici reseptorler ve bu reseptorlerin aracilik ettigi efektorlerle
tetiklenen bagisiklik mekanizmasi (ETI) olan ikinci savunma tabakasi ile karsilanir (Mandeep

vd., 2017; Millan vd., 2003: 11-374).

Bitki de bulunan protein alani organizasyonlarma ve bitki hiicresindeki
lokalizasyonlarmma gore cesitli R-gen smiflar1 tanimlanmis ve smiflandirilmistir. Merkezi
Niikleotid Baglanma Bolgesi (NBS) ve karboksil / C-terminal Losin Zengin Tekrar (LRR)
bolgesinden olusan kodlama proteinleri R-gen smifin1 en fazla igerenlerdir ve NBS-LRR
genleri olarak isimlendirilir. Bitki NBS-LRR patojen efektor varligini algilayabilen hiicre igi
reseptorlerdir (Mandeep vd., 2017: 11). Bu nedenle bu g¢alismada antraknoza direng igin

tanimlanan NBS-LRR genleri hedeflenmistir.

NBS-LRR genlerinden ekspres edilen proteinler, patojen efektér proteinlerine
baglanarak veya konakgidaki patojen efektor hedef proteinlerinde herhangi bir degisikligi

taniyarak dolayli olarak islev alir. Patojen biiylimesini smirlayan diger biyokimyasal
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degisiklikler de savunma mekanizmasinda gorev alir. Boylelikle asir1 duyarli tepkiyle
sonuglanan ¢oklu savunma sinyali transdiiksiyonlarini aktive eder. Merkezi NBS alan1 (NB-
ARC alani), ATP ve GTP fosforillenmesi ve defosforillenmesi ig¢in gerekli olan sirali
korunmus motiflerden olusur. NBS bdlgesinden sonra birkag ardigik LRR bolgesi patojen
efektor molekiillerine karsi taninma spesifikligi sagladigi bilinmektedir (Mandeep vd., 2017 ;
Millan vd., 2003: 11-374).

Bitki NBS-LRR genleri, amino / N-terminal alaninin varligi veya yokluguyla iliskili
olarak iki alt sinifa ayrilabilir. Birinci alt smif, N-terminal konumunda Drosophila Toll ve
INTERLEUKIN1 benzeri reseptor (TIR) alanmi kapsar ve TIR-NBS-LRR (TNL)
proteinlerini icerir. Diger alt smif ise Coiled-coil (CC) alanin1 kapsar ve CC-NBS-LRR
(CNL) proteinlerini igerir. Zinc Finger veya RPWS8 alani gibi diger alanlar da N-terminal
konumunda bulunur (Mandeep vd., 2017; Millan vd., 2003: 11-374). CC-NBS-LRR alt
smifin1 igin tasarlanan ve test edilen 6zgul markér mevcuttur (Sekil 3.2). Ascochyta
yanikligina karsi genetik direng karmasik bir ozelliktir ve gevresel kosullardan oldukca
etkilenir. Giintimiize kadar, ¢esitli genetik arka planlarda LG-2, LG-3, LG-4, LG-6 ve LG-8
seklinde adlandirilan ve ascochyta yanikligina karsi direng i¢cin birka¢ Q TL’yi (niceliksel
Ozellik lokusunu) tanimlayan baglant1 gruplar1 (LG) bulunmustur. Bu Q TL'lerin ¢ogu SSR
isaretleri ile etiketlenmistir, ancak direncin altinda yatan genler hala bilinmemektedir.
Simdiye kadar etilen yolagindan iki aday gen CaETR-1 (EIN-4 benzeri) ve etilen duyarsiz 3-
benzeri gen (EIN-3); LG4 Uzerindeki Ascochyta yanma direnci QTLAR1 lokusunda ve
LG2'deki QTLAR3 lokusunda tanimlanmistir. Bu c¢alismalar, etilen yolunun nohutta
Ascochyta yanma direncine karsi olasi katilimini dnermektedir. Son zamanlarda yapilan bir
calismada, Ascochyta rabiei enfeksiyonuna yanit olarak savunma ile ilgili olarak 15 genin
ekspresyon profili arastirilmis ve incelenen 10 nohut genotipi arasinda 6 farkli eksprese
edilmis genin var oldugu tespit edilmistir. Ascochyta yaniklig: ile iliskili Q TL'lere direng
gOsteren aday genlerin belirlenmesi, direng mekanizmasmin anlasilmasma yardime1 olacagi
ve marker destekli se¢im kullanilarak direngli ¢esitlerin gelistirilmesine katki saglayacagi

ongorulmektedir (Mandeep vd., 2017; Millan vd., 2003: 11-374).

Bugiin i¢in hastaliklarla savasin en kesin ve uygun yolu dayanikl ¢esitler gelistirilerek
bunlarm {iretilmesidir. Cesit 1slahinda yiliksek verim, yiiksek kalite, kisa ve kuraga ve
hastaliklara kars1 dayaniklilik dnemlidir. Bu nedenle yeni dayanikli ¢esitler gelistirilmeli veya

yiiksek verimli mevcut ¢esitlere direng genleri (R-gen) aktarilmalidir (Furan vd., 2009: 1).

43



Molekuler markorler, DNA’nin aktif bolgeleri olan genlerden veya kodlama
fonksiyonu bulunmayan DNA dizilerinden gelistirilebilir. Molekiiler DN A markérlerinin bitki
islahina entegrasyonu, arzulanan genlerin g¢esitler veya tiirler arasindaki hareketinin
hizlandirmasiin yani sira akraba yabani tiirlerden yeni genlerin aktarilmasma izin vermis ve
cok gen tarafindan idare edilen karmasik karakterlerin incelenmesini miimkiin kilmaktadir.
Genlerin klonlanmasin1 kolaylastirmakta ve birbiriyle ¢aprazlanmayan bitkiler arasindaki

genetik iligkiyi a¢iga ¢ikarmaktadir (Yildirim A., 2001).

SSR ve SCAR belirtecleri lokus’a spesifiktir ve farkli genetik arka planlarda
tanimlanabilirler, boylece bireylerin ayrisma popiilasyonlarinda yanlis siniflandirma sansimni

azaltirlar. R-genleri varlik yokluk tespiti i¢in en ideal belirteglerdir (Iruela vd., 2006: 279).

Nohutta antraknoz hastaligiyla miicadelede, daha Once gergeklestirilen bazi 6nemli
calismalar bulunmaktadir. Ulkemizde Toker ve Canci (2003:280) ile Atasagun (2009: 64-
66)’un gergeklestirdigi arastirmalar, 1slah c¢alismalarinda dayanikli gesitlerin tespiti ve

yetistirilmesine yOn veren c¢alismalar arasinda yer almaktadir.

Udupa ve Baum’un gergeklestiridigi bir ¢alismada mikrosatellit belirtecleri kullanarak
nohutta Ascochyta yanikligina karsi patotip spesifik direncin genetik diseksiyonu yapilarak
direng gen lokuslar1 (biiyiik bir lokusu arl ve iki bagimsiz resesif major lokusu olan ar2b ve

ar2a), haritalamas1 yapilmistir (Udupa ve Baum., 2003: 1200).

Yine daha dnce yapilan bir ¢alismada, Ascochyta yanikligina karsi direng icin iKi
kantitatif 6zellik lokusu (QTLARL ve QTLAR?2) saptanmustir. QTLAR2 olarak adlandirilan
QTL, yogun bir markor kiimesiyle genomik bir bolgede haritalanmistir. Dort SCAR markordi
gelistirilmistir ve bunlardan t¢ii iki STMS markara ile birlikte markdr kiimesinde mevcuttur
(Truela vd., 2006: 280).

Tabanl’nin  gerceklestirdigi bir c¢alismada, nohutta antraknoz hastaligma karsi
dayanikli/hassas bireyleri belirlemede RAPD ve ISSR primerleri ile STMS yontemi primerleri
karsilastirilmis ve STMS primerlerinin hastaliga karsi dayanikliligi daha yiiksek oranlarda
tespit ettigi one siiriilmiistiir (Tabanh, 2016: 41-44).

Bu caligmada da Mandeep ve arkadaslarmin (2017: 11-12) yapmis oldugu ¢alismada
tespit edilen birkag niceliksel 6zellik lokusu (QTL) kendi aralarinda siniflandirilarak 14 farkli

Ozgul marker tasarlanmistir (Tablo 2. 2). Bu markerler kullanilarak yapilan PZR yontemiyle
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amplifikasyon sonucunda elde edilen jel goriintiilerine bakilarak R-genleri varlik-yokluk
tespiti tablosu olusturulmustur (Tablo 4. 1).

Tablo 4.1. Tasarlanan ve kullanilan 14 adet molekiiler belirtegler ile 38 Cesit/Hat Nohut iizerinde yapilan PZR
yontemiyle ¢ogaltim sonucu jel gériintiilerine bakilarak R-genleri varlik-yokluk tespiti (+: varlik, -: yokluk).

Tasarlanan ve kullanilan molekiler belirtegler

g | X %
— ) o 2
N ™ c <
B 8 |8 ~
o pm} — (o]
=) o [ <))
< — > N~
= O I =
= o |3 =
Q PR =
e Q < |2 . g
— —~
._IT ~ <! S §| ) g = § -
« L < = O = - o' b o
g | = Q El1o|dJ | |22
a | < x < |2 |ao|a | R|T|D
A N I S IR e B - - - Y O =
2la g s ||| |2 (N|g |6 |28
D R I O O IR O - Y (NP BNV (PO
— N ™0 h Lo © ~ [ee] (o)) — | — | |
1-FLIP97-90C + + + + + + + + + + + + + +
2-FLIP98-31C + + + + + + + + + + + + +
3- Azkan + + + + + + + + + + + + + +
4-(4)CA978
= 3088C//FLIP91- + + + + + + + + + + + o+ |+ +
ié 4C/CANITEZ-87-3E
2
E 5-1LC-3279 + + + + + + + + + + + + + +
]
£
. | 6-1CC-3996 + + + + + + + + + + + + + +
S
& [ 7-1CC-12004 + + + + + + + + + + + |+ | + B
8-FLIP97-122C//91-
+ + + + + + + + + + + + | + +
149C/FLIP86-110C
9-FLIP97-90C/FLIP97-
+ + + + + + + + + + + | + +
125C B
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Tablo 4. 1. ‘in devam

38 Cesit/melez isimleri

10-FLIP09-7C

11- Sel 01TH74102

12- JG 74 (ICC 6098) Fusarium

13-WR315 (ICC8933) Fusarium Racel
ve 3 tolerant

14- Canitez

15- Kir.-Noh.

16- Is1k-05

17- Hisar

18- Cakir

19-Akca

20- Sar1-98

21-Meksika Nohudu (Aslan uzun havza/
Samsun)

22-Yesilova

23-Tavas

24-FLIP 97-32C

25- FLIP99-6C

26-FLIP99-12C

27-FLIP98-90C/FLIP97-122C

28-KIR.NOH./4N-1142-4//FLIP97-90C-
19E
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Tablo 4. 1. ¢ in devam

e

- N ™ <t o) © ~ [o0] (o)} - - - - -

29-FLIP97-74C/FLIP98-177C e e
30-FLIP97-107C//FLIP91-14C//FLIP90- AR R

124C/3/FLIP98-177C

31-FLIP97-32-C-2E/FLIP97-90C IR R

32-FLIP98-151C/FLIP91-149C//FLIP91- R e A o B S T T R I
75C/3/FLIP98-177C

33-FLIP97-90C/3/KIR:NOH.//FLIP97- R e A o B S T T R I
127C/FLIP90-132C

38 Cesit/melez isimleri

34-FLIP97-90C/FLIP00-6C S T I T O . N A N B
35-BG-212(Kabuli) S o N T (R T N N I A S I
36-CPS-1 S I T I I A R R A I
37-16-NBVD S I O I I I o o N
38-16-NBVD-15 + |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ + |+ |+ |+ |+ |+

Bu ¢alismada, At3g/RPP13-Likel Grubu ile kurulan PZR reaksiyonu sonucunda elde
edilen jel goruntusiinde-343-346 bp boyutunda, At4g27190 _like i¢in 171 bp, LAZ5 grubu i¢in
(LOC101499439 variant_X2) icin 195 bp, CC-NBS-LRR icin 207 bp, RGA 2 i¢in 201 bp,
RGA 3 igin ~500-503 bp, RGA 4 (RGA4_L0C101490582) i¢in 115 bp, RPS2 Like (X4) icin
151 bp ve RPP13-Like 1 Grubu igin ~363-365 bp boyutlarinda Urliin beklenmektedir. Bu
dokuz primer ile kurulan PZR reaksiyonlar1 sonucu elde edilen jel goriintiilerinde 38 ¢esit/hat
nohutun hepsinde bu beklenen iiriin boyutlarinda bantlar gorulmistiir. Bu nedenle dayanikli
birey FLIP97-90C ve hassas birey Sel 01TH74102 ¢esitleri basta olmak {izere diger bireylerde
R-geni belirleyici yonde farklilik gézlenmemistir. Sekil 3. 12°de RPP2B-like geni icin elde
edilen iiriinler incelendiginde, 6zellikle ilk 19 6rnekteki iiriin boyutlarinin ayni1 olmadig: ve
yaklagik 5-15 niikleotidlik farklara sahip olduklar1 gozlenmistir. Bu durum, primerlerin
oturma bdlgelerinde olast SNP (tek niikleotid polimorfizmi)’lerin olabilecegini ve farkl
biiyiikliiklerde iirlinlere neden olabilecegini diisiindliirmektedir. Calismada kullanilan nohut
cesit/melezlerin icinde hem hassas hem de dayanikli Orneklerin bulunmasi géz Oniine

alindiginda, bu gen i¢in tanimlanmig markoriin tiim orneklerde iirtin vermesi; direng geninin
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inaktif mutant formlarmin da bulunabilecegini ve hastaliga karst hassasiyete neden
olabilecegini gostermektedir. Calismada tasarlanan diger markorlere gore, RPP2B-like geni
icin tasarlanan markorun Uriin boyutu sabit olup dendrogramda yiiksek oranda benzerlik
gOsteren (¢ geni temsil etmektedir. Bu nedenle RPP2B-like geni icin PZR ile elde edilen Grlin
boyutlarindaki yaklasik 5-15 niikleotidlik farkinin SNP’ler nedeniyle oldugu tahmin
edilmektedir. Dendrogramda daha fazla sayida biyik grubu temsil eden markor primerlerinin

iriin boyutlarinda olas1 degisiklikler Tablo 2.3’de verilmistir.

RGA 1 primeri ile gerceklestirilen PZR sonucu jel gorintusiindeki beklenen driin
boyutu 326 bp olup, dayanikli FLIP09-7C(Kislik Nohut) disindaki tim nohut érneklerinde bu

urtin bandi1 bulunmaktadir.

RPM1 Grubu primeri ile gergeklestirilen PZR sonucu jel goruntistindeki triin boyutu
~331-391 bp civarinda olup, FLIP97-90C/FLIP97-125C, Meksika Nohudu (Aslan uzun
havza/  Samsun),  FLIP97-74C/FLIP98-177C,  FLIP97-107C//FLIP91-14C//FLIP90-
124C/3/FLIP98-177C, FLIP97-32-C-2E/FLIP97-90C, FLIP98 -151C/FLIP91-149C//FLIP91-
75C/3/FLIP98-177C, FLIP97-90C/3/KIR:NOH.//[FLIP97-127C/FLIP90-132C 0&rneklerinde
iriin band1 gozlenmemistir. Diger nohut 6rneklerinde ise ~331-391 bp arasinda boyutunda
iiriin band1 gozlenmistir. Meksika nohudu ¢esidinin hassas birey oldugu bilinmekle birlikte,
Uriin bandinm olusmadig1 diger 6rneklerin tarladaki direng durumunun heniiz bilinmemesi; bu
calismadan elde edilen veriler ile sonrasinda yapilacak tarla ¢alismalariyla karsilastirilmasida

onemli bir kriter olacaktr.

RML1A primeri (RML1A LOC101503346) primeri ile gergeklestirilen PZR sonucu
jel goriintistundeki Grin boyutu 223 bp olup, WR315 (ICC8933) Fusarium Racel-3 tolerant
ve 16-NBVD-15 6rneklerinde iiriin band1 gézlenmemistir. Diger bireylerde 223 bp boyutunda
triin band1 gozlenmistir. 16-NBVD-15 c¢esidi tarla verilerine gore dayanikli olarak
tanimlanmaktadir. Ancak, bu ¢alismada RML1A ig¢in iiriin bandi gozlenmemistir. Bu durum,
bu nohut 6rnegi icin RMLIA geni disinda direnci saglayan bagka bir genin varligini isaret

etmektedir.

At5g05400_LOC101497997 grubu (X5) markdrd primeri ile gergeklestirilen PZR
sonucu jel gorantusiindeki Grin boyutu 136 bp olup; ICC-12004, Kir.-Noh., FLIP97-
107C/IFLIP91-14C//FLIP90-124C/3/FLIP98-177C 0rneklerinde beklenen biyuklukte Uriin
band1 gézlenmemistir. Diger bireylerde 136 bp boyutunda iiriin band1 gézlenmistir. Kir.-Noh.

cesidinin tarla verilerine gore hassas oldugu bilinmekte olup, At5g05400 markor primeri ile
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de Urtn gozlenmemistir. Uriin band1 goriilmeyen diger orneklerin ise tarladaki direng
durumlar1 heniiz bilinmemektedir. Bu ¢alismada At5g05400 markor primeri elde edilen
verilerin, dayaniklilik durumu bilinmeyen Ornekler igin daha sonra yapilacak tarla

calismalariyla karsilastirilmasi gerekmektedir.

Dayaniklilik kalitsal olarak; tek gen (monogenic), birka¢ gen (oligogenic) ve ¢cok gen
(polygenic) tarafindan yonetilmektedir. Hastaliklara kars1 dayanikliligin tek gen, birkag gen
ve ¢ok gen tarafindan yonetilmesinin bilinmesi 1slah ¢alismalar1 i¢in olduk¢a dnemlidir. Tek
gen tarafindan yOnetilen dayaniklilik islahi ¢alismalari, digerlerine gére basit ve sonucu
kolaydir. Cok gen tarafindan idare edilen dayaniklilikta genomda birgok bolge etkili
oldugundan 1slah c¢alismalar1 olduk¢a zordur. Bu durumdaki genler Kkantitatif olarak
Olcllebilmekte ve bunlar QTL olarak isimlendirilmektedir. Bitkilerdeki QTL (izerine gevre ve
genler arasi interaksiyonlar etkili olmaktadir. Bu bdlgelerin her birinin gevre sartlarina etki
dereceleri birbirlerinden farkli olmaktadir. Cevrenin etkisinin fazla olmas1 bitkilerin

dayaniklilik 6zelliklerini belirlemeyi giiglestirmektedir (Devran Z., 2003: 4).

Her bir diren¢ geninin Q TL’si goz 6niinde bulundurularak yapilan ¢alismamizda, PZR
ile elde edilen Grlnlere ait jel gérintlleri incelendiginde, tum primer ciftler (markorler) icgin
beklenilen biiyiikliikte iiriin bantlar1 elde edilmistir. Calisma materyalleri olan nohut drnekleri
arasinda FLIP97-107C//FLIP91-14C//FLIP90-124C/3/FLIP98-177C, FLIP97-90C/FLIP97-
125C, Meksika Nohudu (Aslan uzun havza/ Samsun), FLIP97-74C/FLIP98-177C, FLIP97-
32-C-2E/FLIP97-90C, FLIP98 -151C/FLIP91-149C//FLIP91-75C/3/FLIP98-177C, Kir.-Noh.
ve FLIP97-90C/3/KIR:NOH.//FLIP97-127C/FLIP90-132C ICC-12004 cesitleri hassas birey
smifinda yer almaktadir. Ancak bu durum 38 ¢esit/melez nohut 6rnegi i¢in hassas/ dayanikli
bireyleri tespit etmeye yonelik kesin bilgiler vermemektedir. Bunun nedeni antraknoz
hastaligina kars1 direng genlerinin, birden fazla gen (cok gen) tarafindan idare edilmesi
durumudur. Bu yiizden, tanimlanan direng gen veya gen gruplarinin farkli kombinasyonlar da
direnci sagladigi g6z Oniine alindiginda, bazi direng genlerinin 6zgul markorler ile PZR
sonuglar1 pozitif olsa bile bitki, hastaliga direng igin gerekli gen kombinasyonunu
saglayamadigi i¢in hassas olabilmektedir. Bu ¢alismanin sonuglari, nohut antraknoz
hastaligina kars1 direngte ¢ok gen mekanizmasinin varligini net bir sekilde ortaya koymustur.
Calisma kapsaminda gelistirilen ve testleri yapilan 6zgul belirteglerin ylksek oranlarda PZR
verimliligine sahip oldugu goriilmiis, {lirlin 6zgllliigli ve tekrarlanabilirliliginin de ¢ok iyi
oldugu tespit edilmistir. Islah ¢alismalarinda ebeveyn olarak kullanilacak adaylarmn direng

durumlarinin molekiiler markorler ile 6nceden tespit edilmesinde, bu calismada tasarlanan

49



0zgul markorlerin  kombine olarak kullanilmast miimkiin olup, tarla verileriyle de
desteklenerek uygulanmasi yararli olacaktir. Bu ¢alismanmn sonuglari ve tasarlanan
markorlerin gelecekte antraknoz hastaligina karsi etkin micadeleye katki saglayacagi

ongorulmektedir.
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