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OZET

NOHUT YANIKLIK ETMENI Ascochyta rabiei IZOLATLARI
ARASINDAKI GENETIK FARKLILIGIN iPBS VE SCoT DNA
MARKORLERI ILE INCELENMESI
YUKSEK LISANS TEZI
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XIII+50

Nohut yaniklik etmeni Ascochyta rabiei bitkide ¢ok onemli zararlara yol
acmaktadir. Bu calismada Ankara ve Cankiri ilinde farkli lokasyonlardaki nohut
ekim alanlarindaki sorveylerden elde edilmis hastalikli nohut bitkileri
kullanilmistir. Toplam 7 farkli lokasyondan alinan hastalikli bitkilerden yapilan
izolasyonlar, etmen sporulasyonu i¢in en uygun ortam olan nohut unu agar ortamina
gerceklestirilmistir. Izotlatlarin genomik DNA’s1 izolasyonu CTAB tabanli bir
yontem ile gergeklestirilmistir. Elde edilen A. rabiei izolatlarin arasindaki tiir ici
genetik ¢esitlilik iPBS (inter-Priming Binding Sites) ve SCoT (Start Codon
Targeted) DNA markor sistemleri kullanilarak aragtirllmigtir. Yapilan 6n
caligmalarda gruplarmin  ayrimi  ve grup icindeki genetik farkliliklar
degerlendirmede polimorfizm saglamasi beklenen SCoT primerleri (13, 28, 29, 32)
secilmis ve tlim izolatlar arasindaki tiir i¢i farkliliklar1 tespit etmek amaciyla
kullanilmistir. iPBS primerleri ile amplifiye edilmis polimorfik bantlarin sayis1 11
ile 15 arasinda degisirken, SCoT isaretleri ile 7-13 arasinda degismektedir. iPBS ve
SCoT isaret sistemleri i¢in ortalama gii¢clendirilmis PCR {iriinii say1s1 sirasiyla 10,
12, 13 ve 11 olarak bulunmustur. Buna ragmen iPBS ve SCoT markor sistemi ile
izolatlar arasinda tiir i¢i polimorfizm saptanmamistir. iPBS ve SCoT markdor
sistemlerinin A. rabiei izolatlarmin tiir i¢i ayriminda iyi bir DNA markor sistemi
olmadig1 ve daha genis patojen popiilasyonlari ile arastirilmasi gerekliligi kanisina

varilmistir.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF GENETIC DIFFERENCES BETWEEN CHICKPEA
BLIGHT AGENT A4scochyta rabiei ISOLATES WITH iPBS AND SCoT DNA
MARKERS
MSC THESIS
MEHMET ALPEREN SERTKAYA
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
GRADUATE INSTITUTE
DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION
(SUPERVISOR: PROF. DR. GOKSEL OZER )
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XIII+50

The causative agent Ascochyta rabiei causes significant damage to chickpea
plants. In this study, diseased chickpea plants obtained from different locations in
Ankara and Cankir1 provinces were used. Isolations from diseased plants collected
from a total of 7 different locations were performed on chickpea flour agar medium,
which is the most suitable medium for pathogen sporulation. The genomic DNA of
the isolates was extracted using a CTAB-based method. The intra-species genetic
diversity among the obtained A. rabiei isolates was investigated using the iPBS
(inter-Priming Binding Sites) and SCoT (Start Codon Targeted) DNA marker
systems. In preliminary work, the SCoT primers (13, 28, 29, 32) that were expected
to provide polymorphism in distinguishing groups and evaluating genetic
differences within groups were selected and used to detect intra-species differences
among all isolates. The number of polymorphic bands amplified by iPBS primers
ranged from 11 to 15, while the number of SCoT markers ranged from 7 to 13. The
average number of amplified PCR products for iPBS and SCoT marker systems was
found to be 10, 12, 13, and 11, respectively. However, no intra-species
polymorphism was detected among the isolates using the iPBS and SCoT marker
systems. It was concluded that the iPBS and SCoT marker systems are not suitable

DNA marker systems for intra-species differentiation of 4. rabiei isolates and

further investigation with larger pathogen populations is necessary.

KEYWORDS: Chickpea, Genetic, iPBS, SCoT
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1. GIRIS

Nohut bitkisinin, Diinya’da ortaya ¢ikan, ilk 1slah1 gergeklestirilen ve
retilebilen bitkilerden oldugu bildirilmektedir. Koken olarak, Tiirkiye'nin
Glineydogusu ile Suriye’nin Kuzey’i oldugu bilinmektedir (Singh, 1997). Nohut,
baklagil bitkileri i¢cinde 6zellikleri ve liretilebilme karakterleri bakimindan 6nemli
bir bitki grubudur. Baklagil bitkileri arasinda Diinya iizerinde yetistirilme sahalar1
acisindan fasulye bitkisinden sonra ikinci sirada, yetistirilebilme olarak da fasulye
ve bezelye bitkisinden ardindan ii¢lincii sirada bulunmaktadir. Tiirkiye’de en ¢ok
yetistirilen ve iiretimi gerceklesen baklagil ¢esididir (Encan vd., 2005).

Nohut bitkisi, mercimek bitkisinin ardindan, yemeklik tane baklagil bitkileri
arasinda kurakliga ve sogukluga toleransli ikinci bitki grubudur. Toprak konusunda
spesifik degildir. Asidik veya alkali topraklarda (pH: 6-8), kirecli ve kurak
olabilecek toprak gruplarinda bile iyi gelisebilmektedir. Kaliteli bir biiyiime olmasi
icin sicaklik degerinin 22-29 °C giindiiz sicak hava degerine sahip olmasi
gerekmektedir. Vejetatif aksamlari ile bulundurdugu kazik kék modeli sayesinde
topragin i¢ kisimlarinda nem faktoriinden de faydalanabilmesi bitkinin kuraklik
sartlarina kars1 direncini arttirmaktadir. Kok bolgesinde simbiyotik hayat siirdiiren
Rhizobium bakterisi ile havada serbest azotun etkisinden yararlanabilmesi ve
toprak icin faydali olmasi, iireticiliginin ¢cok kolay olmasi ve biiylime dongiisiiniin
de hizli olmas1 gibi kosullar, bu bitkiyi liretim bakimindan etkili baklagil grubuna
dahil etmektedir. Boyle 06zel tahil-nadas tekniginin yapildig1 bolgelerde
miinavebeye eklenen nadir bitkilerden biri olarak kabul edilir (Azkan, 1989; Isik,
1992; Sepetoglu, 1994).

Nohut bitkisi, baklagil bitkilerinin karakteristik etkisiyle kok bolgesinde
barman bakteriler sayesinde havada bulunan serbest iki azotu faydali bi¢gimde
toprak sistemine aktarmaktadir. Kok sistemindeki bakteriler aracilig ile 2 dekar
alana 8 kg azot baglayarak hem kendine yetecek kadar azot elementini
kullanabilmekte hem de sirada ekilecek bitki grubuna azot icerigi bolca bulunan
topraklar saglamaktadir (Sehirali, 1988).

Nohut bitkisi, Tiirkiye’de besin acisindan 6nemli bitkilerden biri
oldugundan yetistirilmesinin yaninda ¢erezlik tiretimde de etkilidir. Evrensel olarak
iiretilen nohut bitkisi iki ayr1 grupta smiflandirilir. Tiirkiye, Iran ve Suriye gibi

tliman iklim kusagindaki iilkelerde iiretimi yapilir ve yiliksek boyutlarda taneye
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sahip, bej renk barindiran nohut bitkisidir. Hindistan, Pakistan gibi yar1 kurak tropik
iklimlerdeki tilkelerde desi olarak adlandirilan daha kiiciik, siyah, kahverengi ve
benzeri renkli nohut ¢esitleri iiretilmektedir (Muehlbauer ve Singh, 1987).

Nohut bitkisinin kokleri, gelismis ve derinlere inebilen (1-2 m.), biiyiik bir
ana kazik kokle ve bundan olusan fazla yan koklerle meydana gelmektedir.
Ortalama 25-60 cm boyuna sahip kok sistemi toprakta ilerleme kabiliyetine sahiptir.
Govde 18-60 cm uzunlugunda olup, dort koseli, giiclii ve sert yapida, sap kisminin
orta kismi1 bos bir yapidadir. Govde genel itibari ile yesil renktedir, govde bogumlari
25-29 adetten olusur ve meyve 19 ile 25. bogumlar arasinda meydana gelir.
Nohutun yaprak bolgesi degisik sekillerde yaprake¢ik kisimlarindan meydana
gelmistir. Yaprakeik kisimlari ylizeylerinde asitten olusan tiiy kisimlarina sahiptir.
Cicek kisimlari, yapraklardan cikan cicek, sapcik kisminin yiizeyinde meydana
gelmektedir. Cigekler, 8-12 mm uzunlugundadir ve ¢igek sap kisimlar ¢igeklerin
olusmasi esnasinda uzamaya baslar ve alt kistmlara dogru biikiilme yapar. Meyve,
ortadaki damar uzunlugunca bir araya gelerek kenar kisimlar1 birlesmis olarak bir
karpelden olugmus bir kapsiil kismindan olusmaktadir.

Nohutlar 2n = 36 kromozomlu ve tek basina tozlasabilen baklagil bitkisidir.
Nohut bitkisinin 2 farkli ¢esidi vardir. Bunlar; Desi ve kabuli ¢esididir. Desi ¢esidi
daha cok Giiney Asya'da, kabuli ¢esidi ise genel itibari ile Akdeniz bolgemizde
yetistirilir. Nohutlar, karbonhidrat ve protein bakimidan zengin besin kaynagidir
ve tohum agirhiginin yaklasik %80'ini olusturur. Nohut bitkisi mikro besin kaynagi
olarak da zengindir ve hayvanlar agisindan da besin kaynagi olarak kullanilir (Hari
vd., 2008).

Tablo 1.1 ‘de Diinya genelinde en ¢ok nohut iiretimi yapan bazi iilkeler
verilmistir. Buna goére Diinya genelinde en ¢ok nohut iiretimi yapan iilke
Hindistan’dir. Hindistan 10943655 (ha) alanda 11910000 ton iiretim
gergeklestirmistir. Tiirkiye ise Diinya’da énemli bir nohut iireticisi olup, 481667

(ha) alanda 475000 ton iiretim gergeklestirmistir.



Tablo 1.1. Diinya genelinde Ulkelere Gore Nohut Uretimi (FAO, 2022)

Ulkeler Ekilen Alan Uretim Miktar1
(Hektar) (Ton)

Hindistan 10943655 11910000
Pakistan 882718 233934
Avustralya 606316 876468
Etiyopya 228420 478211
Tiirkiye 481667 475000
Iran 439872 168142
Myanmar 344370 467340
Rusya 313039 316840
ABD 142050 129770

2021 yilinda iilkemiz nohut yetistiriciligi sonucunda tablo 1.2 de bazi illerde

ekilen nohut alanlari, hasat edilen alanlar ve dekar basina verimler hakkinda

istatiksel veriler verilmistir. Bu tabloya baktigimizda Ankara tiim Tirkiye’ de

yetistiricilik ve nohut {iretimi agisindan il bazinda 79665 ton ile 1. olmustur.

Tiirkiye genelinde 766560 dekar alan ile ekilen bolge agisindan lider konumdadir.

Verim olarak dekar basina 105 kg olarak tespit edilmistir. ikinci siray1 657372

dekar alan ve toplam 79665 ton dekar basina verim ile Yozgat ilimiz izlemektedir.

Tablo 1.2. Tiirkiye’de il diizeyinde nohut ekim alanlar1 ve miktarlar1 (TUIK, 2022)

Iller Ekilen Alan ___ Hasat Edilen Alan___ Verim Uretim

(Dekar) (Dekar) (Kg/Dekar)  (Ton)
Ankara 766560 756360 105 79665
Yozgat 657372 657372 104 68433
Kirsehir 413735 413735 107 44075
Kirikkale 402651 381551 46 17693
Konya 334240 331780 103 34029
Corum 220659 220659 110 24216
Karaman 222651 208678 118 24681
Adiyaman 153750 153750 128 19706
Kayseri 118858 118858 128 15218



Gegmisten bu yana 55 degisik iilkelerden 67 fungus, 3 bakteri, 22 viriis,
mikoplazma, 80 nematod, 172 patojenin nohut bitkisinde hastalik meydana
getirdigi bilinmekte ve bu faktdrlerden en azindan bir boliimiiniin ekonomik degere
neden oldugu tespit edilmistir (Nene vd., 1996). Diinya ¢ercevesinde nohut verim
ve kalitesini belirleyen en 6nemli biyolojik stres faktorii Ascochyta yaniklig
hastaligidir. Bu faktorleri nohut bitkisinin bagka etkili hastalik ¢esiti olan Fusarium
solgunlugu oldugu bilinmektedir (Soran, 1977, Haware vd., 1986; Maden, 1987,
Dolar, 1996; Nene vd., 1996; Bayraktar, 2008).

Ascochyta rabiei bitkilerin biitiin kisimlarini etkiler (Nene, 1982). Etmen
Diinya’da ve iliman iklimde yasayan yerlerde baya etkili, mahsulde verim
diisiikliigiine sebebiyet verir (Kaiser, 1973). Etmenin etkisini silirdlirmesi ig¢in
yagislar ve riizgarlar gibi etmenler etkilidir (Akem, 1999). Boyle etkiler etmenin
yasamint siirdiirmesini kolaylastirir ve elverisli durumlarda hastalik nedeni ile tiim
bitkide mahsul kayiplarini olusturur (Karahan, 1968; Navas-Cortés vd., 1995).
Kanada’da 1999 yilinda %96 oraninda iiriin kayiplar1 olusturdugu tespit edilmistir
(Chongo vd., 2000)

A. rabiei nohut yaniklik etmeninin fungal hastalik etmenidir. Hastalik diinya
capinda nohut yetistiriciligi yapilan alanlarda yaygin olarak tespit edilmektedir ve
35 memlekette goriilmiistir (Nene vd., 1996; Kaiser ve Kiismenoglu, 1997).
Tiirkiye’de ilk defa Bremer (1948) tarafindan ilk olarak I¢ Anadolu ve
Glineydogu’da goriildiigii bildirilmistir.

Fungal etmenin eseyli evresi elverisli ortamlarda bulasik bitki artiklarinin
yiizeyinde olusur. Sonbahar ayinda yagisin etkisi ile pseudothecial evresi gelecek
ilkbahar aylarinda olgun hale gelir. Bulasik bitkilerde pseudotheciumlar tizerinde
biiyliyen askosporlar serbest kalarak riizgar etkisiyle ticra yerlere gidebilmekte ve
askosporlar gidebildikleri saglikli alanlardaki bitkileri bulastirmada etkilidirler
(Trapero-Casas ve Kaiser, 1992; Kaiser, 1997a).

Uretici genel itibari ile kimyasal miicadeleyi yapmakta olup, basar1 yiizdesi
cok yiiksek olmadigi i¢in; kimyasal miicadele liretim maliyetini yiikseltmektedir.
Bitki tlizerindeki ilag kalintis1 sebebi ile yetistirilen nohutun ihracatinin yapilmasi
zorlasarak maddi zararlara sebebiyet vermekte, ayrica ila¢ kalintisinin ¢evresel ve
saglik agisindan olumsuz etki yaptigi tespit edilmistir (Ergiin, 2001).

Bitkisel irklarin birbiri ile genetik iliskilerinin yakin tarihimizde genel itibari

ile molekiill metotlar ile tespit edilmektedir. Molekiiler metotlarin dis etkisel
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nedenlerden zarar gormemesi, arastirmalarin siire gibi faktorlerle daraltilmasi,
birden fazla cesitte, etkili risklerle genlerin kisimlarinin tespit edilmesi
aragtirmalarda amaca dogru getirmeyi amaclamistir. Markor sistemleri, genetik
irklarin belirlenmesi, tiir isimlendirme, haritalama ve has durumun tespit edilmesi
gibi bir¢ok arastirmalarda uygulanabilmektedir.

Diisiik seviyede DNA ile baglantili ¢ok fazla tepki veren baskin markdrlar
(RAPD, ISSR, iPBS gibi) maddi acidan diisiik maddiyatta olduklari i¢in hizli
sonuglandiklart ve az sayida kuvvet gerektiginden bir alternatif durum haline
gelmektedir (Yorgancilar vd., 2015; Demirel, 2020; Kogak vd., 2020; Nkongolo
vd., 2020). iPBS (Inter-Primer Binding Sites), polimorfizmi tespit etmede dengeli
ya da fazla etkiye sebebiyet vermektedir. Tiirleri ve aralarindaki iliskiyi belirlemek
icin etkisi fazladir (Andeden vd., 2013).

Markor Sistem yontemlerinden biri de iPBS retrotranspozon metotudur.
Retrotranspozonlar tekrarlayan, siirekli aktif olan DNA kisimlaridir ve bitkilerde ve
hayvanlarda hareket halindeki DNA dizileri olugturmaktadir. Transpozonlar DNA
genomlarinda yer degistirerek DNA miktarinin degigsmesine neden olurlar.
Retrotranspozonlar RNA ara iiriinii araciligiyla kendine benzer bir tane daha
yaparak aktif olurlar ve genomun farkli kismina gegerler. DNA transpozonlari ise
RNA ara {irliniiyle ¢aligmazlar. Olduklar1 kisimdan baska bir yere kopartilarak
gecirilmektedirler (Todorovska, 2007; Startek vd., 2017). Retrotranspozonlar bu
hususiyetleri ile genom igerisindeki kopya seviyelerini arttirirlar ama hiicrede
denetim  yerleri ile denetime  girmektedirler (Todorovska, 2007).
Retrotranspozonlarin bir yerden bir yere gitme diizenekleri bazi faktdrler sebebi ile
hareketli duruma gelir ve bitki genomunda degisimlere sebebiyet verirler ve bunun
icin genetik tiirlerin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (Grandbastien vd., 2005)

Onceki yillarda uygulanan retrotranspozonlar gesite gore oldugu igin her
tirde ayn1 etkide sonu¢ vermemektedir. Cesitte retrotranspozonlar markorlarini
daha iyi kullanmak ic¢in c¢esitin temelde retrotranspozon bdlgelerine yakin
kisimlarmin dizi bilgisi bilinmelidir. Bdyle smirlayici etkileri yok etmek icin
Kalendar vd. (2010) bitkilerde ve hayvan gruplarinda etkili bigimde kullanilacak
iPBS c¢ogaltma metotu diye isimlendirelen ve taninmayan ve Diinya capinda
kullanilabilecek bir metot bulmuslardir. iPBS yontemi PCR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) ile kopyalanabilecek uzakliktaki LTR (Long Term Relationship)

retrotranspozonlarin, ters transkriptaz primer baglanma bdlgelerindeki DNA
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kisimlarmin sayisinin artmasiyla iliskilidir. Genomun biitlin yerlerine ulagsmalari,
genomda fazla sekilde ¢ogalabilmeleri ve kromozomlarin her yerine ulagmalari
nedeni ile retrotranspozonlarin ¢ok iyi katki sagladiklar: goriilmiistiir (Kalendar vd.,
2010).

Farkli bir ¢esit i¢in, retrotranspozonlarla iligkili markdrlarin daha iyi
caligmasinda engelleyici riskler, iiriin boyutundaki farkliliklar, 6zel bolgede yakin
genomik DNA ile birlesen primerlerin tasarimi i¢in kopyalama bilgisi ile 6n dizi
bilgisinin gerekli olmasidir. Gliniimiiz zamanlarinda, Kalendar vd. (2010) bu
faktorlerden kurtulmak icin farkli PCR’la iliskili metot bulmuslardir. Bulunan
metot genel itibari ile herhangi bir canlida LTR transpozonlarini yalitarak ve Diinya
capinda kullanilan tek markor olarak uygulanabilmektedir.

iPBS sisteminin olumlu yonleri soyledir;

1. Retrotranspozonlarin bitki genomlarimin biiyiik boliimiine ulagmasi
sebebi ile genomun genis boliimiiniin taranma imkan1 yiikselmektedir.

2. T organizmalara etki edebilecek evrensel primerler mevcuttur.

3. Primerlere elde bulunduktan sonraki asamada bagka bir organizmada
kullanilir.

4. Laboratuvar ortamlarinda PCR ve standart agaroz jel elektroforez
metotlarinin kullanilma olasilig1 vardir.

SCoT markor sistemleri, gene yonelik markorlerin elde edilmesi
diisiiniilerek Collard ve Mackill (2009) tarafindan bulunan kolay ve etkili markor
sistemleridir. Baska markorlerle karsilastirirsak, SCoT markdrleri bitkilerin
biyolojik karakterleri hakkinda bilgi vermektedir. Ulasabilecek gen ile birlesme
olanag: saglar. Yeniden kullanilabilir, basit uygulanabilir ve ¢alismadan iyi bir
sonug almay1 saglar.

Bu tez ¢alismasinda Ankara ve Cankirt ili nohut alanlarindan elde edilen A.
rabiei izolatlarinin SCoT ve iPBS primerleri kullanilarak genetik farkliliklarinin

belirlenmesi amaglanmastir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Nohut ile Ilgili Genel Bilgiler
Nohut Baklagiller familyasinin kelebek cicekliler alt familyasinin en etkili

cesitlerindendir (Akgin, 1988). Nohut tiirleri i¢inde kiiltiirel nohutun da oldugu 9
tek yillik, 33 ¢ok yillik ve 1 ayrilmamis 43 ¢esiti barindirir. (Sethy vd., 2006a).
Nohut ¢esitleri yapisal karakterleri, yasam ¢emberleri ve bolgesel konumlar1 goz
online alindiginda, tek yillik nohut ¢esitleri Monocicer ve Chamacicer olmak iizere
iki ana gruba ayrilir. Monocicer snifinda 8 tek yillik nohut ¢esiti bulunurken,
Chamaecicer grubunda sadece tek c¢esit vardir. Polycicer ve Acanthocicer
smiflarinda ise tane tek yillik ¢esit yoktur. Polycicer sinifinda 25, Acanthocicer
sinifinda ise 7 tane ¢ok yillik nohut tiirli bulunur (Frediani ve Caputo 2005).

Genellikle, bitki boylar1 20 ila 100 cm kadar uzayabilir, fakat elverisli
ortamlarda iyi yetisen bitkiler 130 cm’ye kadar uzayabilir. Cicek kism1 genellikle
papilionludur. Cicek kismi, 6-13 mm boyunda bir pedicel ve peduncle yiizeyinde,
aksiller rasem ylizeyinde olusurlar. Cicer tiiriindeki bitkiler, tek ¢icek i¢cin karpelden
olusmaktadir (Singh, 1997)

Tohumlar1 6zellik bakimindan sivridir, siklikla agisal ve burusuk
ozelliktedir. Tohumlar agisal, baykus ve bezelye seklinde ii¢ tipte gortliir. Tohum
renkleri farkli sekillerde belirgin olarak goriiliir (Singh, 1997).

Nohut bitkisi susuz ve yar1 susuz yerlerde iiretilebilen, ekonomik katkisi
olan mat renkli baklagil bitkisidir. Susuzluga ve giines 1siklarina toleransli olarak
mercimek bitkisinden sonra ikinci konumda bulunur. Topraga kadar gidebilen
koklerden olusan bir bitkidir. Epidermis katmani ile bazilarmin tstii ortiiliidiir.
Bitkinin bdyle karakteristik etkisi ile susuz yerlerde rahat yetistirilir. Bitkinin
cimlenmesi icin vejetasyon siiresi 60-90 giin olmali ve toprak sicakligi
+3 °C’den ¢ok sicaklikla yer almalidir. Ortalama gelismesi i¢in 15 °C gereklidir.
26 °C’den cok giines 151¢1nda gelisme acisindan zararl bir hal olusmaktadir. Nohut
cesitlerinin gelismesi icin 15 °C ile 26 °C sicaklik gerekir. Fazla nem nohut i¢in
olumsuz bir durumdur. Yagigh havalarda fungal hastaliklara ve kok ¢iiriikliikleri
meydana gelerek verimleri azalabilir. Bunun i¢in su olmadan da {iretilebilir.
Yemeklik baklagil bitkileri arasinda kire¢ ve tuz seviyesine ¢ok dayanikli bir
bitkidir. Bu sebeplerden dolay:1 toprak i¢inde tuz degeri yiikseldigi durumlarda

Cicer arietinum 6zel bir konuma sahiptir. Nohut bitkisi i¢in en iyi kumlu-tinh



topraklarda yetistirilir ve diger toprak gruplarinda da rahat yetisebilmektedir. Cok
asitli topraklarda zarar goriirler. Topraklarin yapisi, biiylime zamani ve hafif
yagmurlar bitki i¢in gereklidir (Hasdemir ve Terzi, 2015).

Ekim i¢in kisa girmeden dnce topraklar tabandan siiriilerek hazirlanir. Susuz
bolgelerde topragin siiriilmesi, nohut yetistiriciliginde fazla etkiye sahip degildir.
Tiirkiye’de nohutun ekim siiresi bolgeden bolgeye degismektedir. Zamanindan
once ekim yapildig1 durumda yabanci ot sorunu meydana gelmektedir. Hastaliga
dayanikli tiirlerin iretilebilmesi icin, Mart Ay itibariyle Amasya, Tokat ve
Corum’da {iretilebilmektedir. Duyarli nohut tiirlerinde iiriinii ekmek i¢in may1s ay1
tercih edilmelidir (Hasdemir ve Terzi, 2015).

Nohut bitkisi ile ilgili yapilan son arastirmalarda Van der Maesen (1972),
nohut c¢esitlerinin denizden 5600 m yiikseklikte bile iiretilebildigini ortaya
koymustur (Saragoglu, 2007).

Sepetoglu (1994), iilkemizde genel itibari ile biitiin yerlerde nohut
yetistiriciliginin oldugu, nohut i¢in miithim olan birka¢ hastaligin yazlik ekim
zamanlarinda tespit edilmedigi ve etkilerden sakinmak icin yazlik ekim tiirlerin
kullanilmasi gerektigini bildirmistir.

Erdogan (2002), yagislarin normalden fazla siirmesinin ekimi geciktirdigi
icin, gec¢ ekilen tiirlerde ciceklenme siiresinin daha az oldugu ve ileriki zamanda
meyve miktarinda farklilasmalar olusabilecegini bildirmistir.

Ozdemir ve Karadavut (2003) Ulkemizin kuzey bélgesindeki arastirmada,
iki yi1llik uzun gelisme zamaninin bitkinin uzunlugunu, meyve sayisini, toplam
kiitlesini ve miktarini arttirdigini bildirmislerdir.

Nohut baklagil bitkisi az sicakliklarda ve fazla sicaklara dayaniklilik
sagladig1 (Uzun vd., 2012) ve nadas uygulamasinin yapildig1 susuz bolgelerde az
seviyedeki sicakliklara daha iyi direng gosteren ve fazla sicaklarda hayatta
durabilen bir baklagil ¢esiti oldugunu (Ustiin ve Giiliimser, 2003) bildirmislerdir.

Tiirk ve Kog¢ (2003), bazi nohut tiirlerinin Diyarbakir ortamimnda meyve
miktart 6zelliklerini aragtirmak i¢in bazi ¢aligmalar yapmislardir ve arasgtirmada
bitki boyu, ilk bakla boyu, 1000 tane kiitlesinin ve meyve miktarinin degisik ekim
siiresi ve araliklarinda degisimler olusturabilecegini ve meyve miktarinin {izerine

etki yapabilecegini bildirmislerdir.



2.2. Nohut Bitkisinin Bitkisel Uretim I¢cin Onemi
Diinya iizerinde meydana gelen cevre sorunlari, liretimdeki diistikliik,

hayvansal maddelerin maddi degerinin ylikselmesi ve insan popiilasyonun stirekli
fazlalagmasi 1rkimiz1 besinlerin dogru iiretilmesine gereksinim kilmaktadir. Boyle
sebepler ile bitkilerden elde edilen proteinlerde de 6nem kazanmistir (Bayrak,
2010). Nohut bitkisi 6teki baklagil bitkilerine gore karsilastirildiginda %21-24
degerinde protein barindirmasiyla fasulye tiiriinden sonra gelmektedir. Bu
sebeplerden dolay1 nohut yasamamizda etkili konuma sahip bir bitkidir. Bagka
proteinlerle kiyaslandiginda basit ve daha az maliyetli olmalari, antioksidan
barindirdiklar1 i¢in kanser zararini diisiirmektedirler. Ayrica i¢inde bulunan bazi
vitaminler ve mineraller sayesinde besin i¢in ¢ok faydalidir (Hasdemir ve Terzi,
2015; FAO, 2022).

Insan beslenmesinde kullanilmasinin yani sira nohutun diger kisimlari,
hayvanlar i¢in besin olarak kullanilmaktadir. Nohut bitkisinin belirli kisimlarinda
az seviyede seliiloz bulunmaktadir. Artiklarinda fazla degerde protein miktari
barmmaktadir. Bitkilerden arta kalan kisimlar su ile karigtirilarak hayvanlara yem
olarak verilebilir. Hayvanlarin beslemesinde etkili diger tahillardan iki kat daha
protein barindirirlar. Ayrica bitkinin i¢inde bulunan proteinin sindirimi daha
kolaydir (Hasdemir ve Terzi, 2015). Nohut FAO, 2022 bilgilerine bakilarak
evrensel bir bicimde tiiketilen bitkidir. Tiirkiye de iiretilen baklagil bitkisi ve tirlinii
olarak ilk baslarda nohut bitkisi yer almistir.

Diinya iizerinde ¢ok genis bolgelerde kiiltlirii yapilmasina ve genis
uygulanabilirlige uygun olmasina karst mikro besin noksanliklari, soguk, kuraklik,
tuzluluk ve yaprak hastaliklar1 gibi ¢esitli biyotik ve abiyotik stres nedenleri
nohutun verimliligini azaltmaktadir. Bu sebeple son zamanlarda bir¢cok calisma
stres sartlarina dayanikli nohut cesitlerininin belirlenmesi ile ilgilidir (Mahmoudi
vd., 2007).

Nohut, artan diinya niifusu i¢in 6nemli bir besin olmaktadir ve iklim
degisikligi ile daha ¢ok dnem kazanan iiriinlerden olmasi diisiiniilmektedir. Yillik
ortalama 17 milyon tonun iizerindeki tirlin miktari ile yemeklik dane baklagil bitkisi
arasinda fasulyeden sonra ikinci sirada yer alir (FAO, 2022). Son zamanlarda nohut
yetistiriciligi i¢in ayrilan iiretim alanlar1 fazlalasmakta ve giliniimiizde tahmini

olarak 17,8 milyon hektar alanda iiriin tiretilmesi saglanmaktadir (FAO, 2022).



Birim alandaki tiretim miktari, 1961°den beri hizli olmamasina karsin
diizenli bir bigimde yillik 6 kg/ha civari ylikselmektedir (Muehlbauer ve Sarker,
2017). Diinyada yerli yetistiricilik ile nohut istegini karsilayamayan iilkelerin i¢
tilketim gereklerini karsilamak icin yillik olarak 3,3 milyon tondan fazla miktar
nohut, diinya pazarlarina bu ihtiyact karsilamak {izere iiretilmeye calisilmaktadir
(FAO, 2022).

Anbessa ve Bejiga (2002), susuzluga dayaniklilik bakimindan 482 nohut
tiriini  arastirmiglar ve dayanikli g¢esitlerin susuz kosullarda olumsuz
etkilenmelerine gore yaklasik %10’dan daha ¢ok verim meydana getirdigini tespit
etmislerdir. Duyarl ¢esitlerde diisiik nem seviyelerinde susuz kok kiitlesinin, kok
hacmi ve kokiin topraga inme seviyesinin etkili derecede diistiigi ve yaprak
ylizeyinin azaldigi gozlenmistir. Baska arastirmada meyve gelisme evresinde
yasanan kuraklik riskinde meyve miktarinin ve kalitesinin diistiigli, meyvede olusan
besin elementlerinin daha az seviyede goriildiigii tespit edilmistir. Kabuli tiiri nohut
tiriinde Desi tilirtine gore kuraklik riskinin yiiksek gerceklestigi bildirilmistir
(Nayyar vd., 2006).

2.3. Nohut Yanikhig1 Fungal Etmeni (4dscochyta rabiei) le Tlgili
Genel Bilgiler
Nohut yanikligt A. rabiei fungal etmeni tarafindan meydana gelen ve

bitkinin tiim kisimlarinda meydana gelen etkili bir hastalik cesitidir (Anonim,
2014).

A. rabiei’nin neden yaptig1 hastalik tiim tiretim gerceklestiren {ilkelerde
onemli olup tiriin miktarlarinda azalmaya neden olur (Khan vd., 1999).

A. rabiei fungal etmeninin piknidium meydana olusturmasi, misel gelisimi
ve spor ¢imlenmesi i¢in olusmasi gereken 1s1 20 °C dir. Bu sicakligin iistiindeki ve
alt sicakliklardaki spor ¢cimlenmesi olmasina karsin, etki az derecede goriilmektedir
(TrapedoCasas ve Kaiser, 1992b). Yapragin 1slak olmas1 ve nemli hava, fungusun
gelismesini daha ¢ok tesir eden nedenlerdendir. Hastalik yapragin 1slak olmasindan
4 veya 8 saat sonra ortaya c¢ikabilir. Yaprak yiizeyinin 1slak olma siiresi arttik¢a
hastalik daha ¢ok siddetlenebilir. Nem fungusun gelismesi i¢in etkili bir faktordiir.
Nemsiz hava da depolanan nohutlarda pseudotesyumlar meydana gelmezler
(Trapero-Casas ve Kaiser, 1992a; Gamliel-Atinsky vd., 2005).

Singh ve Saxena (1996), nohut yaniklik hastalig1 bitkinin zarar gérmemesi

icin yazlik ekimlerdeki nohut tiirlerinde daha az randimanin gerceklestigi; fakat ¢ok
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fazla randiman getiren kislik ekim c¢esitlerinin gelistirilmesi gerektigini
bildirmislerdir.

Etmen, “apressorium” olustuktan itibaren hizla bitkinin epidermisinden
girig yaparak hastaligi meydana getirir (Hohl vd., 1990; Kohler vd., 1995).
Penetrasyon yapilmasi zor bir kuvvet ile yapilmayip enzim yardimiyla meydana
gelebilir.

Hastalik dongiistinde pseudotesyumlardan kopan askosporlar enfeksiyonu
baglatilir. Sonraki asamada bu etmenler yayilarak saglikli konukcularda hastaliklar
olusturur. Eseysel iiremeyle meydana gelen rekombinasyonlardan, degisik
ozelliklerden olusan patotipler meydana gelebilir (Tabanli, 2016).

Askosporlarin meydana getirdigi ilk belirtilerden itibaren bitkinin diger
kisimlarinda olusan konidileri meydana getirir. Hastalik meydana geldiginde ve
gelismesi icin elverigli ortamlar olustugunda zarar meyvenin tiimiinde goriiliir
(Tabanli, 2016).

Akdeniz iilkelerinde sicaklik fazla oldugundan nohut yanikligi fungal
etmeni toprak tistiinde bitki artiklarinda iki y1l etkisini kaybetmeden durabilir. Fakat
artiklar1 toprak icinde kalirsa belli bir siireden sonra etkisini yitirir (Davidson ve
Kimber, 2007). Kanada benzeri sicakligin diisiik oldugu bolgelerde A. rabiei bitki
artiklarinda 4 seneden fazla canliligini yitirmedigi bildirilmistir. Bitki artiklar
toprak ylizeyinin 10 cm i¢ine de koyulsa etmen etkisini siirdiirmektedir (Gossen ve
Miller, 2004). Nohut {iretildikten sonraki zamanlarda etmen etkinligini
stirdiirmesine karsin, iki yildan sonra bulasik iiriinlerin farkli etmenlerin gelisimine
zemin hazirladigr bildirilmistir (Trapero-Casas ve Kaiser 1992b). Bitki artiklari
topragin lizerinde kaldiginda, pseudotesyum ve piknidyumlarin iki yil hayatta
kaldiklar1 halde bitki fazlaliklar1 toprak i¢ine konduktan sonraki siiregte 2-5 ay
hayatlarin1 devam ettirirler (Navas-Cortes vd., 1995). Luthra vd., (1935) ve
Acikgoz (1994)’iin gozlemledigine gore fungus tarla yiizeyindeki bitki artiklart
yiizeyinde hayatini iki yildan fazla siirdiiriir. Amerika'da yapilan arastirmada,
artiklarin toprak ilizerinde durmasi halinde 57-81 hafta, 16cm iceriye gomiilmesi
halinde 10-15 hafta da gortildigi tespit edilmistir (Acikgdz, 1994). Hastalik
etmeninin depo kosullarinda bulagik tohumlarla etkinligini 13 sene devam ettirdigi
gorlilmiistiir. Fungus aslinda bulasikli bitki kisimlarinda, hastalikli bitkilerin tohum

kisimlarinda canliligin1 devam ettirmektedir. Enfekteli nohut artiklari, patojenin bir
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donemden diger doneme hayatta kalmasinda ve nohutun ilerki donemde ekilmeye
kadarki evresinde hayatta kalir (Kaiser, 1973).

Yagisli hava ve nem hastalik etkisinin artmasi i¢in en 6nemli etkidir.
15 °C’den fazla sicaklik ve %60’tan fazla nispi nem ve yazin 350-400 mm
yagmurun oldugu yerlerde hastalik gelismesine neden oldugu belirlenmistir
(Acikgdz, 1994). Ciceklenme ve bakla baglama evresinde yagisin siirmesi
durumunda ilk giinlerde nohut komple zarar gérmektedir. Fakat yagmur yagmadig1
zaman etmen etkisini kaybeder. Weltzien ve Kaack (1984) arastirmasinda 6 °C’den
diistik sicaklarda ve yaprak yiizeyinin 6 saatten fasla islak kalmasi durumunda
etmen etkisini ¢ok gosteremedigini belirtmistir. 9-24 °C ve en az 10 saat yaprakta
yagmurun kalmasi halinde etmeninin etkisinin fazla oldugu bildirilmis, yogun
hastaligin olusmasi icin sicakligin 8 derece iistii ve bir ayda yagan yagmurun 400
mm’den fazla olmasiin hastaligi kuvvetlendirdigini bildirmistir. Sicak hava
etmenin gelismesi i¢in ikinci seviyede etkilidir. Etmenin istedigi uygun sicaklik 20
°C’dir. 5 °C’den diisiik durumlarda ve 30 °C den yiiksek sicakliklarda genel
itibariyle hastalik meydana gelmez. Riizgar etkisi ile enfekteli bitki artiklar
taginarak hastaligin meydana gelmesine zemin hazirlarlar. Ayrica riizgar etkisi ile
askosporlar daha tiicra yerlere giderek hastalik olmayan yerlerde dahil hastalik
olusturabilir (A¢ikgdz, 1994).

2.4. Nohut Yamikhg Hastahg ile Tlgili Molekiiler Markor
Arastirmalari

Pseudotheciumlar kis1 bitki yiizeyinde gegirerek meydana gelirler.
Pseudotheciumlar 120-270 pm ¢apinda kahverengi-siyah, kiiresel, zor anlasilabilen
gaga ve ostiole yapiya sahip olur (Nene ve Reddy, 1987). Trapero-Casas ve Kaiser
(1992), her bir mm? hastalikli yerin 15000 askospor meydana getirme kapasitesine
sahip olabilecegini belirtmiglerdir.

A. rabiei heterothallic yapida bir fungus oldugundan eseyli evresinin
olusmasi icin birbirini tamamlayan iki mating type gereklidir. Mating type’lar
Yoder vd. (1986)’nin genetik adlandirilmaya bakilarak MAT 1-1 ve MAT 1-2
bulunarak belirtilmistir.

A. rabiei’nin Oncelikli konukeu bitkisi nohuttur ve farkli Cicer tiirlerinide
hastalandirdig bildirilmistir. Etmenin nohut bitkisinden farkli bir bitkide zarar

verdigi bildirilmemistir. (Pande vd., 2005). Bundan bagka nohut tiirlinden baska
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ender goriilen 4. rabiei’nin sebep verdigi etkilerin az goriildiigii rapor edilmektedir
(Kaiser, 1990; Porta-Puglia vd., 1996).

Etmen sebebi ile olusan zararli maddelerin ve seviyelerinin farkli izolatlarda
degisiklik arz ettigi bildirilmis ve izolatlarin patojenisiteleri ile baglantili goriildigii
rapor edilmistir (Kaur, 1995).

Hastalik etmeni bitkide toprak iistii organlarda kurumalara sebep olmakla
beraber, govde kismii c¢evreleyen degisik boyutlarda kahverengi, 3-4 cm
boyutunda leke olusturur. Govde kismi leke olan bolgeler zarar gormekte ve bitki
az bir siire zarfinda kuruyarak zarara ugramaktadir. Gelisen lekelerin yilizeyinde ¢ok
kiigiikk boyutta, fungusun siyah piknitleri meydana gelmektedir. Yapraklarda
yuvarlak olarak goriilen lekeler daha sonra sar1 renkli hale gelmektedir. Kapsiillerin
ylizeyinde i¢ ice ge¢mis yuvarlak lekeler olugsmaktadir. Hastalikli tohum koyu siyah
renge biirlinlir ve sekli bozulur. Etmenin etkisi tarla kosullarinda yer yer bitkide
kurumaya sebebiyet verir ve tarlada diiz ve bitkisiz alanlar olusur (Nene, 1982;
Nene ve Reddy, 1987).

Navas-Cortés vd., (1995), Tarlada kalmis hastalikli bitkilerde kis1 gegiren
fungusun sonraki liretim sezonunda hastalik kaynagi olabilecegi bildirilmistir.

Maden vd. (1975), yaptiklar1 arastirmada Orta Anadolu Bolgesi’nde
bulduklart tohumlarin %70’inin A. rabiei fungal etmeni ile bulagmis oldugunu
bildirmislerdir. Fungus ile enfekte olmus tohumlarin i¢ ve dis kisminda miselyum
ve piknitler tespit edilmistir. Ayrica Maden (1987) tarafindan etmenin %56
degerinde tohumla bir yerden baska bir yere siirikklendigi bildirmistir. Hastalikli
tohumlar sebebi ile saglikli tohumlarda hastalik etmeniyle bulasik hale gelebildigini
tespit etmislerdir (Porta-Puglia vd., 1996).

Dayanikli bitki yetistirilmesi Ascochyta yanikliginin kontrol altina
alinmasinda en kolay teknik olarak rapor edilmektedir. Diinya genelinde de
aragtirmalar yapilarak tek bir major genle yapilan genetik diren¢ meydana gelmesi
saglanmast diisiiniilmektedir. Bununla birlikte hastaliga dayanikli ¢esit 1slahi
arastirilmalarinda diisiik seviyede ilerleme goriildiigii rapor edilmektedir (Reddy ve
Singh, 1984).

A.rabiei’nin yasam dongiistinde sekstiel rekombinasyonlar,
populasyonlarindaki fazla miktardaki patojenik farkliliklara olanak olustururak
yeni patotipler meydana getirmektedir. Fazla degerdeki patojenik farklilik, nohutta

olusturulan direncin az siirede kaybedildigine sebep verdigi goriilmiistiir (Chongo
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ve Gossen, 2001). Sabit dirence bagli ¢esitlerin olusturulmasiyla yapilan
aragtirmalar etmen yogunlugundaki su anki durumunu patojenik varyasyonun
bilinmesi ile yogunlugun siirekli takip edilmesini savunmaktadir (Chongo ve
Gossen, 2001; Chongo vd., 2004).

Vir ve Grewal (1974), olusturduklar1 arastirmada Hindistan’in degisik
yerlerinden edindikleri 268 adet 4. rabiei izolatin1 kiiltiirde gelisme karakterlerine
ve yapisal 6zelliklerine gore 13 sinifa bolmiislerdir. Calismalarda, her gruba 1 tane
denk gelecek sekilde hastalik etmeni uygulanmis degisik reaksiyonlar gosterdigi
gorlilmiistiir.

Qureshi ve Alam (1984), Pakistan’in nohut ekilis bolgelerinden degisik
yillarda bulduklar1 25 A. rabiei izolatin1 yapisal 6zelliklerine gore siniflandirmiglar
ve degisik gruplara gore 8 izole edilmis bitkiyi nohut tiirlerinde hastalik
olusturabilecek tiirlerin seviyeleri dikkate alinarak 5 sinifa ayirmiglardir.

Reddy ve Kabbabeh (1985), Liibnan ve Suriye’nin degisik yerlerinden elde
ettikleri 50 izolatt yapisal Ozelliklerine bakilarak 24 smifa aymrmuglardir.
Hastalandirma testinde 6 bitkiyle test uygulayarak A. rabie nin 6 irkini tespit
etmeye calismistir.

Dolar ve Giircan (1992), Tiirkiye’nin farkli ekilis bolgelerine gore temsil
eden 20 A. rabiei izolatininin yapisal 6zelliklerine gore 8 grupta siniflandirmislar
ve 1rk belirlemesi icin her bir grubu temsilen secilen izolatlar1 Reddy ve Kabbabeh
(1985)’in uyguladig1 6’11 set ile reaksiyon denemesine sokmuslar ve Tirkiye’de
o zamana kadar tespit edilen 6 irktan 1rk 1, itk 4 ve irk 6’nin tespit edildigi rapor
etmislerdir.

Ulkemizin en etkili nohut ekilis alanlarinda 2000 ve 2001 senelerinde
yapilan aragtirmalarda 134 A. rabiei izolat1 bulunmus ve bu izolatlar denetime
alinarak 2 direngli ve 2 tolerant ve 1 duyarl tiir i¢inde yaptiklar islevlere gore 17
patotip gruplara ayrilmigdir. 17 patotip ¢ok agresif, 1 patotipin hastalandirma
olasiliginin, ¢ok az seviyede oldugu tespit edilmistir. Arastirma bittikten sonra
izolatlarin 69 (%51)’unun patotip 1 de bulundugu rapor edilmistir (Babaliogullu,
2004).

Yapilan bu aragtirmada nohut bitkisinde bulunan patojenlerin Tiirkiye ¢ deki
patojenler arasinda genetik cesitliligi ortaya koymaktir. Arastirma sonucunda
patojenler arasinda yiiksek diizeyde genetik cesitlilik gdzlemlenmistir. Biitiin

molekiiler belirtegler gruplara boliindii ve analiz edildi. UPGMA’dan meydana
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gelen gruplar hem RAPD hemde ISSR markoérleri ile analiz edilerek morfolojik
olarak siniflandirilmistir. Yapilan bu 2 analiz tiirii ile izolatlarin dendrogramlarinda
genetik benzerlik goriilmiistiir (Bayraktar ve Dolar , 2009)

2.5. Ascochta Rabiei Izolatlar1 Arasindaki Genetik Farkhliklar:
Arastirilmasi i¢cin Yapilan Calismalar
RAPD c¢aligmasi; genetik markor ile uygulanabilen, amplifikasyon sonucu

eser elde etmek icin gelisigiizel iiretilebilen 9-10 bp’lik oligoniikleotit primerlerle
yapilan PCR metotudur. Tarihte 1990 senesinde Williams ve arkadaslar
aragtirmalarda test etmislerdir. RAPD ¢alismas1 kolay ve seri uygulanabilmesi
sebebi ile biissiirii canli organizmada genetik ¢aligmalarinda genel itibari ile
uygulanmiglardir. Bu yontemle amplifikasyonlar total genomik DNA da
uygulandigr icin RAPD c¢alismasi yanliz bir genetik kisimdaki varyasyondan farkli
genetik degisimin arastirilmasina da imkan verir. Amplifikasyon faktorleriyle
iligkili degisik DNA eserleri olusmakta ve biitlin amplifikasyon eserlerinde
genomik DNA ile uygulanan primerlerle baz1 sekans benzerlikleri bulunmustur
(Williams vd., 1990; Welsh ve McClelland, 1990).

Weising vd. (1991), degisik patojenik siniflara boliindiigiinde bulduklar1 6
adet 4. rabiei izolatinin DNA’larin1 ayirmistir. Taql, EcoR1, Hinfl ve Mboll
enzimleri uygulanarak boliinen DNA’lar belirtilen (GTG)S, (CA)8, (TCC)5 ve
(GATA)4 problarla denenmistir. Sonucta izole edilen genotipin 4 ayr1 gruba
siiflandirildig tespit edilmis (GATA)4 izolatlarin ayrilmasi i¢in en 6nemli prob
olarak belirlenmistir.

Jamil vd. (2000), Pakistan’in farkli ekim bolgelerinden aldigi 130 A. rabiei
izolatin1 geleneksel yontemlerle 3 patotip sinifina ayirmislar ve ve ayrilan kisimlari
belirleyecek bicimde komple elde edilen 21 A4. rabiei izolat1 ve 80 primer ¢alismada
degerlendirilerek RAPD calismasi icin aragtirmalar yapmiglardir. OP-A13 ve OP-
B07 primerleri izolatlarla polimorfizmi meydana ¢ikarmak i¢in olumlu goriilmiis
ve bunlarla meydana gelen 24 adet total bant verisi uygulanarak olusturulan
dendogram, izolatlarin aralarinda ayrilmis ama benzer izolatlarin patotip boliinmesi
ile bir benzerlik goriilmemistir. Bundan bagka arastirmada uygulanan 130 izolata
ait DNA’lar Hinfl enzimi araciligi ile boliinmiis ve 32P ile belirlenmis olan
(CAA)S, (CA)8, (GA)8, (GAA)S ve (GATA)4 problart araciligiyla test edilmistir.

Phan vd. (2003), Avustralya’nin degisik yerlerinden bulduklar1 4. rabiei

izolatlarin1 19 STMS primerleri kullanarak olusturduklari arastirmada, yogunlugun

15



allel baglantisinda ciddi degisiklikler gorememistir. Molekiiler varyans aragtirmasi
ile Avustralya’da goriilen gen degisikliginin gayet az miktarmin (HT=0,02)
populasyonlarda genetik degisikliklerden oldugunu, ayrica genetik degisiminin
yiiksek boliimiiniin (%92) alt populasyonlardaki genetik varyasyondan oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica yapilan bu ¢calismada izole edilen bitkilerde fazla farkliliklar
goriilmiis ve Kanada 6rneklerinin, ABD ornekleri ile olan benzerliginin Suriye ve
Avustralya Orneklerinin birbirleriyle olan benzerliginin fazla goriildiigii tespit
edilmistir.

Akalin (2006), nohut yaniklik hastalig: ile kiiltlirel miicadele metotlariyla
hastaligin zararin en az seviyeye diisiiriilebilecegini bildirmistir. Kiiltiirel miicadele
metotlarin en yaygun olani ge¢ ekim yontemidir. Etmenle kimyasal savasta en ¢ok
tohum ile yaprak yiizeylerinin ilaglanmasi yapilir. Genellikle fungisit ilaglarindan
olan etkili maneb-80, tebuconazole ve difenoconazole etken maddeye sahip ilaglar
gelir. Etmenin miicadelesinde, ermenle savasta diger yollarin miicadelede diigiik
kalmas1 sebebi ile direngli tiirler gelistirmek gerekliligi ortaya ¢ikmaistir.

Retrotranspozonlar tekrar eden ve mobil DNA dizileri olup kendilerinden
tekrar tlireterek olduklari genomun bagka bir tarafina kendilerini tasima 6zelligine
sahip transpozonlardir. Bu sebeple mutasyonlara, genom biiyiikliigiiniin
yiikselmesine vebunun sonucunda genetik ¢esitlilige sebep oldugundan mitkemmel
bir markor kaynagi olarak goriilmektedir (Schulman vd., 2004). Retrotranspozonlar
biitiin 0karyotlarin genomlar1 boyunca ¢ok fazla sayida bulunurlar (Finnegan,
1989). Funguslarda retrotranspozonlar ilk olarak 1970'de goriilmiis olmasina karsin
hifsel gelisme gosteren funguslarda LTR retrotranspozonlarinin varligi yaklasik 10
yil sonra goriildiigii bildirilmistir (Muszewska vd., 2011). Yiiksek markor liretme
potansiyellerinden dolayt RMAP ve IRAP gibi retrotranspozon markorleri ¢ok fazla
Okaryotik organizmanin karakterizasyonu ve genetik haritalamasi igin
kullanilmistir. Bununla birlikte PCR iiriinlerinin biiytlikliigindeki farkliliklar ve
primer tasarlamak i¢in klonlama ve sekans bilgisi gereksinimi bu markor
sistemlerinin kullanilmasini engellemistir. Retrotranspozon iPBS amplifikasyon
teknigi ise LTR retrotranspozonlarinda ters transkriptaz primer baglanma bolgesine
dayali evrensel bir DNA markdr yontemi olarak Kalendar vd., (2010) tarafindan
deklare edilmis ve pek c¢ok Okaryotik organizmada etkinligi goriilmiistiir. iPBS
markdrleri simdiye kadar bir¢ok bitki patojeni fungusun tiir i¢i ve tiirler arasi

seviyedeki genetik farkliliginin arastirilmasi i¢in arastirmalara dahil edilmistir
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(Pourmahdi ve Taheri, 2015; Ozer vd., 2016, 2017; Ozer ve Bayraktar, 2018;
Skipars vd., 2018; Wu vd., 2019).

Bugiine kadar 55 farkli tilkeden 67 fungus, 3 bakteri, 22 virlis ve
mikoplazma ve 80 nematod olmak {izere 172 patojenin nohutta hastaliga sebep
oldugu rapor edilmekle beraber bunlardan az bir kisminin ekonomik éneme sahip
oldugu bildirilmistir (Nene vd., 1996). Diinya’da nohut verimini etkileyen en
onemli biyolojik stres nedeni Ascochyta yanikligidir. Bunu nohutun diger 6nemli
hastalig1 olan Fusarium solgunlugu izlemektedir (Soran 1977, Haware et al. 1986,
Maden 1987, Dolar 1996, Nene vd., 1996, Bayraktar 2008).

Bayraktar et al. (2007), Tiirkiyenin I¢ Anadolu Bolgesindeki 6 farkli ilden
elde ettikleri 45 A. rabiei izolatinin %57.2%sinin (26 izolat) MAT 1-1, %42.8inin
(19 izolat) ise MAT 1-2“¢ ait oldugunu belirlemislerdir.

Tiirkiye’nin farkli bolgelerine ait 18 ili temsil eden 4. rabiei patotipleri
arasindaki genetik ¢esitlilikler 54 RAPD ve 30 ISSR primeri kullanilarak
incelenmistir. Elde edilen verilerin Dice’1n benzerlik katsayist kullanilarak yapilan
UPGMA cluster analizi sonucunda 81 A. rabiei izolatt RAPD analizine gbre 6 grup,
ISSR analizine gore ise 4 grup icerisinde gruplandirilmistir. Ancak izolatlarin
patotip ve bolgelere gore dagilimi ile dendrogramdaki gruplanmalar1 arasinda
herhangi bir bag tespit edilememistir. izolatlarin populasyon yapisina bakildiginda
en yiiksek gen farkliliginin I¢ Anadolu bolgesinde (0.1992), en diisiik farkliligin ise
Akdeniz bdlgesinde (0.1574) oldugu bildirilmistir (Ozer, 2009).

Tunus’un 5 degisik ekim yerlerinden alinan A. rabiei izolatlarinin
birbirleriyle olan genetik degisikleri SSR ve MAT-PCR ile arastiran
Rhaiem vd. (2008), Tunus’daki MAT 1-2 orneklerinin MAT 1-1 Orneklerine
bakilarak diisiikk seviyede bir genetik ve genotipik degisikligine ugradigini
bildirmislerdir. Elde edilen bilgiler gerceklesen ¢alismalar neticesinde, Nabeul ve
Kef populasyonlar1 ile Beja, Bizerte ve Jendouba populasyonlar1 arasinda miithim
genetik degisikliklerin oldugunu bildirmiglerdir. Varyans ¢aligmas1 sonunda
bulunan genetik degisikligin fazla bir boliimiiniin, %70’ten yiiksek bir oranda
etmen grunu i¢inde degisikliklerden oldugu ve az béliimiiniin ise (%28) topluluklar
arasindaki degisikliklerden oldugu bildirilmistir.

Aydm vd. (2016), Tiirkiye’ nin giineydogusunda nohut yaniklik hastalik
etmeni ile savasta neler gelistirilebilecegi ve etmenin yasamina dair arastirmalar

yapmiglardir. Kislik ekimde, yaniklik zararinin en diisiik seviyeye azaltmak ugruna
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dayanikli tohumlar kullanmiglardir. Aragtirma sona erdikten sonra Azkan ve Arda
tirlerinin etmene karsin en giiglii tlir oldugunu bildirmislerdir. Belirtilen tiirler
sonbahar mevsiminin sonunda ekilirken tohum ilaglamasi, ilkbaharda da yesil
aksam ilaglamasi uygulandiktan itibaren etmenin etkisinin azaldig1 ve az miktarda
enfeksiyon olusabilecegini 6ngdrmiislerdir.

2.6. iPBS-Retrotranspozon Hakkinda Genel Bilgiler
iPBS, bitki ve hayvan alemi i¢in polimorfizmin goriilebilecegi tek

retrotranspozon merkezli markorlerden bir tanesidir. Tek ¢enekli ve ¢ift ¢cenekli
bitkilerde retrotranspozonlar, genel itibari ile karisik populasyonlar1 igermektedir.
Bitkisel c¢esitlerde fazla miktarda retrotranspozonun baya polimorfik olduklar
bildirilmistir. BARE-1 net bir sekilde gosterilebilmektedir. BARE-1 arpa
bitkisinden alinmigtir ve bugdaylarda ve ¢avdarlarda da benzeyen igerikler icerdigi
tespit edilmistir (Pearce vd., 1997; Gribbon vd., 1999). Ayn1 zamanda, tek ¢esitte
caligan markorlarin biiyiik kismi, farkli gesitlerde pasif calisabilir fakat Kalendar
vd. (2010), bildirdigine gore bulunan iPBS markérleri “evrensel retrotranspozon
markdrler” gibi adlandirilan ve biitin hayvansal ve bitkisel g¢esitlerde
uygulanabilmektedir.

Bu metot yalnizca genetik materyalleri degil, ayrica giiclii agik okuma
kaliplarint barindirmayan ama iPBS kismini1 bulunduruan LARD'lar ve TRIM'lerle
de uygulanabilmektedir. (Kalendar vd., 2008). iPBS metotu genellikle, kapali
tohumlarda a¢ik tohumlarda ve alt yapili bitkilerde polimorfizmi belirlemek nedeni
ile uygulanmiglardir. Bu metot, yaygin genom barindiran hem de Brachypodium
distachyon benzeri ufak genomu barindiran bitki tiirlerinde kullanim1 6nemli
olmaya devam etmistir (Hawkins vd., 2009). Olusan iiriinler agaroz jel yiizeyinde
goriilebilir. iPBS metotu gen haritalamasi degerlendirilmelerinde etkilidir
(Kalendar vd., 2010).

Retrotranspozonlar, baskilayaci karakterleri sayesinde genomda ¢ogalmay1
kolaylastirirlar. Ama retrotranspozonlarin saldirgan 6zellikleri olsada bu 6zellikleri
hiicrede farkli denetim yerleri ile denetime tabidir. Retrotranspozonlarin taginma
prensibi, stres nedenleri (Grandbastien vd., 2005) ve doku kiiltliriinde somatik
cogaltma (Hirochika, 1993) sebebiyle hareketli duruma aninda gelirler. Boyle
durumda goriildiigii iizere genetik cesitliligin ortaya ¢ikmasana neden olur.

Yildiz vd. (2019), iPBS primerleri ile 94 biber ¢esidi iizerinden genetik

cesitlilik ve popiilasyon yapisinin 6zellikleri incelenmistir. Primer basina ortalama
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8,6 bant sayis1 ile 20 iPBS primerinde 172 bant bulmuslardir. %92 polimorfizm
orant ile primerler birbirinden ayirt edilmistir. Farkli uygulamalar ile kiime
analizleri uygulamaya dahil edilmis, polimorfizm bilgi igerigi (PIC) 0,15-0,99
arasinda farkliliklar tespit edilmistir.

Andeden vd. (2013), yaptiklar1 arastirmada koken olarak iilkemizin
Gilineydogusunda 5 yabani ve 1 kiiltiir ¢esitini ¢evreleyen nohutun genetik ¢esitliligi
ve akrabalik baglantilarini tespit etmek i¢in iPBS ve ISSR markdrlarini aragtirmaya
dahil etmislerdir. 10 ISSR primeri uygulamaya eklenerek toplam 6 cesite has 71
nohut genotipinde 136 skorlanabilir bant bulunmustur. Bu bantlardan 135’1
polimorfiktir, bununla birlikte 10 iPBS markorinda 130 bant bulunmus ve primer
basma ortalama 13.0 bant yiiksek seviyedeki tiir sayis1 C. chinospermum ve C.
pinnatifidum gesitleri i¢inde tespit edildigi, C. arietinum az seviye de polimorfizm
goriildiigii bildirilmistir. Bu markdrlardan yaklagik PIC orani 0,91 tespit edilmistir.
iPBS ve ISSR NeighborNet planar semalar1 kiyaslandiginda cesitlerin siniflar
icindeki etkilesimlerinin ayni oldugu goriilmiistiir. Bu aragtirma iPBS markoérlarin
yabani nohut ¢esitlerinde ve kiiltiir nohutunda c¢esitlilik arastirmalar i¢in katkisini
ve gorevini gostermistir.

Guo vd. (2014), 35 degisik liziim c¢esidini incelediklerinde molekiiler
aragtirmalarda %86 degerinde polimorfizm gosteren toplam 99 polimorfik bant
bulmuslardir. Bu arastirma sonucunda iPBS’in genetik ¢aligmalarinda tiziim bitkisi
icin kolay, itimat eden ve elverisli bir yontem oldugunu gérmiislerdir.

Yildiz vd. (2015), 66 bamya bitkisinde genetik ¢esitliligi bulmak i¢in iPBS
markdr  sistemlerini  uygulayarak  arastirmistir.  iPBS  retrotranspozon
primerlerinden, primer basina ortalama 6,8 bant olmak iizere %40 polimorfizm ile
toplam 88 bant elde etmislerdir. iPBS retropozonlar1 i¢in genetik cesitlilik ve
Shannon bilgi indeksi sirastyla 0,01 ile 0,13 ve 0,02 ile 0,21, SSR markorlari i¢in
yine sirastyla 0,06 ile 0,46 ve 0,14 ile 0,65 arasinda meydana gelmistir. Polimorfizm
igerigi, retrotranspozonlar i¢in 0,12 ile 0,99 arasinda farklilasirken, SSR markor
icin 0,52 ile 0,81 arasinda degisme oldugu goriilmiistiir. Ama SSR markorlari yerel
tirlerin orjinaline gore bolme bakimindan fazla etkili oldugu goriilmiistiir.
Popiilasyon igerigini bulmakta STRUCTURE programiyla uygulanmis ve yerli
tiirler i¢inde iki popiilasyon goriilmiistiir. Boylece arastirmada, bamya bitkisinde

iPBS’in ¢alismada uygulamaya katilabildigi bildirilmistir.
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Bitkilerin tiirlerin belirlenmesi ve tiiriin yapisi, i¢ sisteminin nasil ¢alistigina
gore yapilir. Bu nedenlerin art1 yonii varsa da miktarlar1 bellidir ve diger etmenler
etkili olabilir. Molekiiler belirleyiciler, tiirlerin morfolojik ve fizyolojik
karakterlerinin etkili belirleyicisidir, zira bu etmenler fazlaca bulunabilir, doku veya
cevresel faktorlerden bagimsiz sekilde ve bitki gelismesinin ilk ¢ikis donemlerinde
genotip tanimlamasina imkan saglar. Tiirlerin molekiiler karakterizasyonu es
zamanda genetik ¢esitliligin giderek diismesine neden olur ve tanimlanan
potansiyel genetik erozyonu belirlemek i¢in uygulanabilir (Manifesto vd., 2001).

Aydm (2016), 96 adet fasulye genotipi kullanarak iPBS retrotranspozon
primerleri ile genetik ¢esitlilik arastirmas1 yapmistir. Bu arastirmada primerlerin
polimorfizm oran1 %33 ile %90 arasinda farklilik gosterdigi goriilmiistiir. PIC
degeri en az kolimorfizm degeri 0,65 en yiiksek polimorfizm degeri 0,93 olarak
tespit edilmistir.

Sadik (2017), 7 farkli Daucus ¢esitinin 17 genotipinde genetik degisikligi
aragtirmak iizere yapmis oldugu arastirmada; Daucus cesitleri lizerinde 24 adet
polimorfik olan iPBS primeri ile toplamda 201 adet skorlamasi olusturabilecek bant
olustugunu bildirmistir. Primer bagina yaklasik polimorfik bant sayis1 8,3 ve bunlar
arasinda en fazla bant sayisi ise 12, en diisiik 5 olarak goriilmiistiir. Ortalama PIC
degeri 0,89 olarak rapor edilmistir.

Demirel (2018), 58 bugday genotipinin morfolojik ve molekiiler
karakterlerini inceledigi arastrmada; bitki boyu, basak uzunlugu, basakta dane
sayist, bagak verimi, bitki verimi, biyolojik erim, hasat indeksi, basaklanma siiresi,
olgunlagma siiresi, bin dane agirlig1 ve hektolitre agirligr morfolojik 6zellikler i¢in
bir deger olarak goriip incelemistir. Kalitatif karakterler arasinda mumsuluk ve
tilyliiliik 6zellikleri bulunmustur. Arastirma,10 adet iPBS primeri ile uygulanms ve
163 adet polimorfik bant tespit edilmistir. Polimorfizm yiizde ortalamasi %95
olarak bildirilmistir. Primer ortalama gen ¢esitliligi 0,26 yaklasik polimorfizm
icerigi PIC ise 0,22 olarak tespit edilmistir. 58 bugday genotipi {i¢ alt popiilasyona
boliinmiistiir. Genotiplerin popiilasyon igerigi STRUCTURE yazilimi ile
arastirilmis; Delta K=3 elde edildigi rapor edilmistir.

Arystanbek Kyzy (2019), iPBS-retrotranspozon metotu kullanarak 38
bugday genotipinde genetik ¢esitlilik ve popiilasyon igeriginin tespitini yapmuistir.
Yaklasik polimorfizm degeri %87 ve PBI 0,660 tespit edilmistir. iPBS bilgileri ile

bulunmus ortalama allel miktar1 ise 1.961 olarak tespit edilmistir. iPBS
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primerlerinin gostermis oldugu kendi iceriginden kaynakli bitkilerin filogenetik ve
taksonomik iliski calismasi icerisinde etken bir sekilde kullanilabilecegini
bildirmistir.

Alkan vd. (2019), Tiirkiye ve Azerbaycan bugday iiretim alanlarindan 32
adet Fusarium tiirii izole etmiglerdir. 7 adet iPBS retrotranspozon primeri kullanip
99 polimorfik (%86), 114 bant bulmuslardir. Primer basmna yaklasik 14.14
polimorfik bant bulmusglardir. PIC yaklasik 0,17 ve bu degerler 0,10-0,29 degerleri
arasinda farklilik gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica UPGMA kiime analizi sonrasi
bulunan dendogramda, izolatlarin ¢esit seviyelerinde 3 farkli gruba ayrildiklarini
bildirmislerdir.

2.7. SCoT ile Tlgili Genel Bilgiler
SCoT markdrleri, bitki genomunda ATG baslangi¢ kodonunu ¢evreleyen

korunmus boélgelere dayali olarak gelistirilmis yeni bir sistemdir. Bu markorler
genellikle tekrarlanabilirligi, uzunluk ve tavlama sicakligimibelirleyen faktorler
onemli degildir (Gorji vd., 2011). Bitki genetik analizi, kantitatif 6zellik lokuslar1
(QTL) haritalamasi ve toplu segregat analizi i¢in kullanilabilen baskin markorlerdir
(Collard vd., 2009). Tekrarlanabilir, giivenilir, verimli ve kullanimi kolaydir. Bitki
1slahi, genetik iligkilere erisim ve QTL haritalamasi i¢in faydalidir.

Scot primerleri, genlerin baslangi¢ kodon dizilerini ¢evreleyen korunmus
bolgelere dayanir. RAPD ve ISSR gibi tek bir primer kullanma prensibini tagir.
Isaret sistemi ile basaril bir sekilde genetik ¢esitlilik analizinde ve bir dizi tarimsal
ve bahgecilik iiriinlerinin fungal hastaliklarinin populasyon analizinde kullanilir
(Luo vd., 2010; Mulpuri vd., 2013; Xiong vd., 2011) ,(Zhao vd., 2013).

Tahil 1slah1 i¢in 6nemli bir bitki olan Elymus sibiricus Bat1 ve Kuzey Cin'de
yaygin olarak bulunan bitkidir. Genetigi hakkinda bilgiler smirlhidir. SCoT
isaretleyicileri kullanilarak 53 E. sibiricus tirii arasindaki genetik ¢esitlilik ve
iligkileri belirlemek i¢in Cin'de 6rnekler alindi. 16 SCoT primerinden toplam 173
bant iiretilmistir. 159 polimorfik bantlarin (PPB) yiizdesi ile polimorfik olan bantlar
%91°dir. Niifus yapisi analizine dayal1 olarak bes grupta olusturulmustur. Kiime
Analizleri iki ana kiimeye ve {i¢ alt kiimeye ayrilmistir. Ana koordinat analizinin
(PCoA) sonuglar1 Molekiiler varyans analizi (AMOVA) genetik varyasyonun
cografi bolgelerde %50) ve kendi aralarinda %49 olarak goriildii. Sonucta mevcut
calisma, SCoT belirteglerinin genetik cesitliligi degerlendirmede etkili oldugunu
gostermistir (Zhang vd., 2015).

21



2.8. Nohut Yanikhg Hastahg ile Tlgili Diger Bilgiler
Dolar ve Giircan (1991), nohutun 4. rabiei karsin direngli tiirlerini bulmusg

ve fitoaleksinlerin etkisi {izerine arastirmalar gerceklestirmistir. Farkli yerlerden
elde ettigi 4. rabiei izolatlarin1 morfolojik ve kiiltiirel karakterlerine gore gruplara
ayirmig ve her bir grubu gosteren izolat irkin tespiti i¢in 6 test tiirii ile reaksiyona
girmeleri saglanmistir. Aragtirmanin sonucunda A. rabiei’nin 1-4 ve 6 nolu
soylarmin oldugu gériilmiistiir. inokulum konsantrasyonunun enfeksiyon seviyesi
ile baglantili oldugu belirlenmistir. Direngli ve hassas tiirlerin solunum, toplam
karbonhidrat ve klorofil seviyelerinde farkliliginin  degisik oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica hastaligin baslangic asamasinda nohut bitkisinde iki
fitoaleksin bulunmus ve bu faktdrlerin seviyesinin direngli tiirlerde etmeni
sinirlayacak seviyede olacagi diisiiniilmiistiir.

Dolar ve Giircan (1992), yaniklik derecelerinin farkliligimi ve 1rklar
belirlemek igin Ulkemizin 11 degisik bolgesinden A. rabiei iliskili nohut bitki
artiklarindan 20 adet A. rabiei izolatim tespit etmislerdir. CSMDA ortamini
morfolojik ve kiiltiirel Ozelliklerini bulmak i¢in uygulamislar ve 8 gruba
siiflandirmiglardir.

Her giin bir gruptan 1 tane secilip, belirlenen izolat 6 nohut hattiyla
reaksiyon testine alinip soy belirlenmesi ger¢eklestirmislerdir. Bu arastirmanin
sonucunda iilkemizde A. rabiei‘nin 1, 4 ve 6 numarali soylarinin hali hazirda
bulundugunu bildirmislerdir.

Yaldiz vd. (2018), 90 adet yerel tiir ile 6 adet ticari tiiriin arastirildig Tiirk
titlin germplazmindaki genetik degisikligi belirlemek tiizere yapmis oldugu
aragtirmada; 119 adet puanlanabilir bant ve bu bantlarin 98 adetinin polimorfik
oldugunu (%382), ortalama polimorfizm i¢inde 0,10-0,80 arasinda degisip ortalama
degerinin 0,33 bulundugunu rapor etmislerdir. Bayesian kiimeleme teknigi ile Tiirk
tiitlin germplazm1 genetik yapisi elde edilerek, 2 ana grup oldugu goriilmiistiir.

Rekombinant DNA teknolojisi 1970’lerin ilk zamanlarinda ortaya ¢ikmis ve
diger zamanlarda genetik ile ilgilenenlerin ¢alismalarinda 6nemli olay olusturarak
biyoteknoloji endiistrisinde dnemli devrimlere neden oldugu tespit edilmistir. PCR
metotu, ilgili DNA kopyalanmasinin olugsmasindan mesul olan 1silara direngli DNA
polimeraz enziminin kullanilmasimna dayali bir uygulamadir. Bunun sayesinde
belirlenecek DNA kisminin enzimatik olaylar sonunda c¢ok fazla sayida

kopyalanmasina olanak olusturur (McClelland vd., 1994).
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PCR Metotu 3 asamadan olusur ve bunlar denatlirasyon, baglanma ve
uzamadir. ik evrede hedef ¢ift sarmal DNA 90-95 °C gibi 1s1ya maruz birakilarak
denatiirasyon gerceklestirilip tek zincirli duruma gelir. Bunu takiben sicaklik
50 ile 70 °C arasinda bir dereceye indirilir ve primerlerin tek zincirli duruma
getirilmis hedef DNA’ya iliskilendirilmesi olanag: verilir. Ugiincii evrede, Taq
DNA polimeraz enzimi ortamdaki niikleik asitleri ile DNA kisimlarini fazlalagtirir.
DNA amplifikasyonunun elde edilmesi i¢in gerekli goriildiigii hallerde tekrarlanma
olanag1 vardir. PCR uygulanmasi i¢in genel itibari ile 5 faktore gereksinim duyulur:
1)Tris-HCI, KCI1 ve MgCI2 igeren bir tampon ¢ozeltisi,

2) Termostabil DNA polimeraz enzimi,

3) iki oligoniikleotid primer,

4) Deoksi-niikleotit-trifosfatlar (ANTP),

5) Genomik DNA’ya gereklilik vardir (Mukherjee vd., 2015).

PCR metodu, yiiksek hizi, spesifikligi segiciligi ve duyarliligr ile
bilinmektedir. PCR yalnizca DNA parmak izi i¢in kullanilmaz, ayn1 zamanda farkli
rekombinant DNA testlerinde de genellikle uygulanabilmektedirler. Onceleri
DNA'nin kopyalanmasini gerektiren molekiiler biyolojideki prosediirler simdi PCR
ile uygulanabilmektedir. Her bireyin degisik DNA dizilisi olmasindan, ayni
primerler kullanildig1 halde her bireyde degisik DNA iiriinleri ortaya ¢ikar. Ortaya
cikan bu iiriinler genetik markdr olarak arastirmalarda yer verilir. Bu zamanlarda
DNA markdrlart degisik yerlerde uygulanabilmekte ve gelistirilmeye agiktir.
AFLP, RAPD, SSR ve SRAP gibi DNA markdrleri arastirmalarda genel itibari ile
kullanilan PCR merkezli markorlerdir (Yorgancilar vd., 2015).

2.9. Retrotranspozon’la Iligkili Bilgiler
Retrotranspozonlar, genomun c¢ok fazla degisebilecek yerlerindendir ve

klonlama yoniinden yiiksek degerde seyreden, bitki genomunun gelismesinde bitki
genom yapi tagin1 meydana getiren genetik etkilerdendir (Flavell vd., 1992; Voytas
vd., 1992; Macas vd., 2015).

Tahil bitkilerinde biitiin DNA'sinin %40-70’ini LTR
retrotranspozonlarindan meydana gelmektedir (Pearce vd., 1996; Goke ve Ng,
2016). Yeniden genom entegrasyonlarinin olusmasi retrotranspozon yliziinden
olmaktadir.

Transpoze edilebilir bilesenlerin, markdr sistemlerinde kullanilmasi degisik

yontemlere yoneltmistir. Transpozonlarin genomda ¢ok olmasi, her yere ulagsmasi
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ve veriminin fazla olmasi gibi 6zellikleri markorlerin gelistirilmesine imkén verir.
Retrotranspozon sekanslarinin markor sistemi olarak uygulanmasiyla polimeraz
zincir reaksiyonuyla iligkili ¢ok fazla metot bulunmustur (Kalendar, 2011).

Retrotranspozonlar i¢inden SINE gibi siralar, LTR retorelementleri benzeri
fazla olan dizi setleri, IRAP, REMAP ve Inter-MITE amplifikasyon metotlarinin
meydana gelmesine imkan vermistir (Bureau ve Wessler, 1992; Kalendar ve
Schulman, 2006; Wenke vd., 2011; Seibt vd., 2012).

Transpozon elemanlarinin degisik karakterde gelistigi goriilmiis, boyle
sebeple degisik transpozonlara dayali transpozon markor sistemleri genotip
cozlinlirliik bakimindan degisik dereceleri tespit etmekle birlikte, gerektiginde
caligmalara uygun olacak bigimde kullanilmaktadir (Leigh vd., 2003; Kalendar,
Schulman, 2006; Smykal vd., 2009; Hosid vd., 2012). Retrotranspozon temelindeki
bilesenlerin inversiyonu, Mendel lokusuna uygun oldugu tespit edilmistir
(Manninen vd., 2006; Tanhuanpaa vd., 2008). Bu sebeple, retrotranspozon temelli
markorlerin kodominant olabilecegi diisiiniilmektedir. Degisik fertler i¢inde bir
retrotranspozonun LTR’leri savunan dizileri olmasindan segici fert icin elde edilen
bir primer ¢ifti farkli fertler i¢in uygulanabildigi bildirilmistir. Fakat bir bireyin
degisik retrotranspozonlari degisik LTR dizilerinden olusmustur. Bu nedenle,
spesifik bir retrotranspozon i¢in elde edilmis primer ¢ifti bir digerinin LTR
retrotranspozonuna iliskilendirilemez (Kalendar vd., 2004; Yin vd., 2013; Moisy
vd., 2014).

Kary Mullis buldugu PCR, molekiiler biyoloji biliminin hizli bir bigimde
gelismesine olanak vermistir. PCR’in ¢alisma metodu canli hiicrede olan
replikasyon gibidir, diisiik seviyedeki kalip DNA’da istenen bolgenin yapay sekilde
in vitro kosullarda enzimlerle ¢ok fazla kopya edilmesi bi¢iminde oldugu
sOylenebilir. Kalip DNA, arastirilacak organizmalardan c¢esitli metotlarla ayrilir.
PCR teknikleri “Thermocycler” olarak isimlendirilen cihazin i¢ kisminda in vitro
kosullarda incelenmektedir (Yiizbasioglu, 2005).

Kary Mullis buldugu PCR, molekiiler biyoloji biliminin hizli bir bigimde
gelismesine olanak vermistir. PCR’in ¢alisma metodu canli hiicrede olan
replikasyon gibidir, diisiik seviyedeki kalip DNA’da istenen bolgenin yapay sekilde
in vitro kosullarda enzimlerle ¢ok fazla kopya edilmesi bi¢iminde oldugu

sOylenebilir. Kalip DNA, aragtirilacak organizmalardan gesitli metotlarla ayrilir.

24



PCR teknikleri “Thermocycler” olarak isimlendirilen cihazin i¢ kisminda in vitro
kosullarda incelenmektedir (Yiizbasioglu, 2005).

PCR ile DNA ¢ogaltmak i¢in 6-25 niikleotid boyutunda baglatic1 primerler
gereklidir. Primerler kalip DNA’da kopyalanmak istenilen kisimlara yoneliktir.
Polimeraz enziminin gereksinimi olan MgSO4 ve DNA {iretmek icin harcanacak A,
T, G, C niikleotidleri ortamda vardir. Polimeraz enzimi, bu baslatict DNA’nin bir
kalip DNA yiizeyine iliskilendirilmesinden ardindan, ucundan uzamasina sebebiyet
verir ve kalip DNA’nin benzeri olusur. DNA iiretme sekli birbirlerini takip eden
secici sicaklik zamanlarinda gercekleklesir. Ilk evrede 95 °C civarinda bir sicaklik
ile kalip DN’nin ¢ift sarmali agilir ve DNA tek iplik bigcimine gelir. 2. evrede
30-60 °C arasinda bir sicaklikta baglatict DNA’nin kalip DNA’ya biitiinlesmesi
yapilir. Ugiincii evrede de 72 °C’de DNA olusur. Bu asamalarin her biri 1-2 dakika
islem gormektedir. Bu ii¢ asama istenilen zamanda tekrarlanir ve DNA olusumu
sonuclanir (Yildirnm ve Kandemir, 2001). Her asama bitince bastaki DNA’nin

sayist iki kat1 seviyesine ulasir ve DNA replikasyonu olusur.
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Hastalikl Bitki Materyalinin Eldesi
Hastalikli bitki 6rnekleri Ankara ve Cankiri ili nohut {iretim alanlarinda

gergeklestirilmis sorveylerden elde edilmistir. Bu kapsamda farkli ilgeleri temsil
eden 7 farkli tarladan hasada yakin veya hasat zamaninda Orneklemeler
gergeklestirilmistir (Tablo 3.1). Her bir tarlay1 temsil eden 6rnek rastgele secilmis
10 bitkiden olugmaktadir.

Sekil 3.1. Hastalikli Bitki Materyalleri

Tablo 3.1. Sorveylerin gergeklestirildigi nohut tarlalarina ait lokasyon bilgileri

No Lokasyon Koordinat
1 Balibagi-Cankir1 N:40°33°17.2512°" E:33°45°.5.6448°
2 Terme Koyii-Cankiri N:40°23°41.4312° E:33°38°36.2652”’
3 Biiyiikboyalik-Bala-Ankara ~ N:39°33°5.6736°" E:33°15°12.4524”’
4 Elmapinar-Kalecik-Ankara N:39°27°59.7852°" E:33°18°7.9956’
5 Asagihacibekir-Bala-Ankara  N:40°19°31.1376°" E:33°31°10.7292”’
6 Kalecik-Candir-Ankara N:40°15°20.1888°” E:33°27°23.9508”’
7  Germece-Cankiri N:40°24°39.0744° E:33°39°13.1148”
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3.2. Yontem
3.2.1. Hastahkh Bitki Dokusundan izolasyon
Ascochyta izolatlarin elde edilmesi amaciyla hastalik belirtisi gosteren

nohut bitkilerinin kok ve govdelerinden izolasyon yapilmistir. Bu amacla hastalikli
ve saglikli dokuyu igeren bitki kisimlar1 0,2-0,5 cm boyunda kesilmistir. Boliinen
bitki kisimlar1 ylizeysel dezenfeksiyon amaciyla %]1°lik sodyumhipokloriir’de
(NaOCl) 2 dakika tutulmak suretiyle ve bunu takiben 3 seri steril saf sudan
gecirilmistir. Daha sonra steril filtre kagitlar1 arasinda kurutularak %1,5 su agari
ortami i¢eren petri kaplarina 5° er adet olacak sekilde konulmustur. Bu petri kaplari
23+1 °C’ de karanlik periyot igeren inkiibasyon odasinda birka¢ giin siireyle
gelistirilmistir. Daha sonra Ascochyta benzeri gelisme gosteren funguslarin hif
uclarindan  binokiiler altinda alinarak Nohut-Unu-Dekstroz-Agar ortamina

aktarilmistir.

Sekil 3.2. Hastalikli Nohut Bitkisinden Yiizey Dezenfeksiyonu Asamalari

3.2.2. Kullanilan Besiyeri
Elde edilen 4 rabiei izolatlar1 sporulasyonu i¢in en uygun ortam olan Nohut-

Unu-Dekstroz-Agar (Chickpea Seed Meal Dextrose Agar: CSMDA: Nohut
Unu:40g/1, Agar: 20g/l1 ve Dekstroz: 20g/l) iceren petri kaplarinda 22+10 °C
sicaklik ve 12 saat aydinlik donem barindiran inkiibasyon odasinda 14 giin siireyle
gelistirilmistir. Patojen izolati gelismesi ve virlilensligi noktasinda c¢aligmada
oldukgca saglikli oldugu izlenmis ve calismalarda yararli olmustur. Izolatlar ayrica
ileriki calismalarda kullanilmak iizere bolimimiiz kiiltiir koleksiyonunda

saklanmaktadir.
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3.2.3. Molekiiler Calismalar
Izolatlarin genomik DNA’sinin izolasyonu hexadecyltrimethylammonium

bromide (CTAB)’a dayali bir metodu olan ve DArT DNA izolasyon
(https://www.diversityarrays.com) metotunda gdsterilen ekstraksiyon-lizis

tamponu modifiye edilerek kullanilmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Calismada kullanilan ekstraksiyon buffer igerigi

Ekstraksiyon—Lizis Tamponu Icerigi ~ Miktar

Tris HCI pH 8.0 ml 12,00
EDTA pH 8.0 ml 5,00
5M NaCl ml 18,00
Sorbitol g 2,75
CTAB g 1,50
Sarcosyl g 1,00
PVP-40 g 1,50
Sodium disulfite g 0,50

Bidistile su ile 100 mI’ye tamamlanmuigtir.

Calismalarda kullanilan primerler ve sekans hizmeti ticari bir firma
(Macrogen, Seul, Giiney Kore) tarafindan saglanmistir.

3.2.4. Patojen izolasyonu ve Gelistirilmesi
Ornekleme sonucu etiketlenerek laboratuvar ortamma getirilmis olan

numunelerden fungal etmenin izolasyonu i¢in Ascochyta izolatlarin elde edilmesi
amaciyla hastalik belirtisi gosteren nohut bitkilerinin kdk ve goévdelerinden
izolasyon yapilmistir. Bu amagla hastalikli ve saglikli dokuyu igeren bitki kisimlar1
0,2-0,5 cm boyunda kesilmistir. Béliinen bitki kisimlara dezenfeksiyon amaciyla
%1’lik sodyumhipokloriir’de (NaOCI) 2 dakika tutulacak ve bunu takiben 3 seri
steril saf sudan gecirilmistir. Daha sonra steril filtre kagitlar1 arasinda kurutularak
%1,5 su agar1 ortami igeren petri kaplarina 5° er adet olacak sekilde konulmustur.
Bu petri kaplar1 23+1 °C’ de karanlik periyot igeren inkiibasyon odasinda birkag
giin siireyle biliylimesi beklenilmistir. Daha sonra Ascochyta benzeri gelisme
gosteren funguslarin hif ug¢larindan binokiiler altinda alinarak Nohut-Unu-

Dekstroz-Agar ortamina aktarimstir.
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Sekil 3.3. izolasyon sonucunda elde edilen izolatlarin gelisimleri

3.2.5. izolatlarin Karakterizasyonu
Calismadaki elde edilen fungal kolonilerin morfolojik karakterizasyonu

Sivanesen (1987)’ye gore yapilmistir. Bu amagcla elde edilmis izolatlar Nohut-Unu-
Dekstroz-Agar ortamina asilanarak stirekli karanlikta ve 2341 °C’de bir hafta siire
ile inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda kiiltiirel 6zellikleri incelenmis spor
(n = 50) ve spor verici yapilar bir DM 1000 model mikroskop kullanilarak (Leica
Microsystems, Wetzlar, Almanya) 400% biiyiitmede incelenmis ve spor boylarinin

Olctimleri alinmistir.

Sekil 3.4. Elde edilen izolatlarin kiiltiir besiyerinde miselyal gelisimleri
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3.2.6. izolatlarin DNA Ekstrasyonu
Izolatlarin genomik DNA'smin izolasyonu amaciyla DArT protokoliinde

(http://www.diversityarrays.com) aciklanan bir hexadecyltrimethylammonium
bromide (CTAB) tabanli yontem modifiye edilerek uygulanmistir. Her izolata ait
yaklasik 100 mg misel/spor dokusu, kiiltiir ylizeyinden hafif¢ce kazinmis ve 2 ml’lik
ependorf tiiplere konmustur. Onceden 1sitilmis (65 °C) 750 pl ekstraksiyon—lizis
tamponu (125 mM Tris-HCI pH 8.0, 25 mM EDTA pH 8.0, %2 CTAB, %2 PVP-
40, 0,8 M NaCl, %0,5 sodium disulfite, %1 sarcosyl) tiipe eklenerek ornekler bir
steril celik ezici kullanilarak homojen duruma getirilmis ve her 15 dakikada bir
hafifce ters diiz edilerek 65 °C'de 60 dakika inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda kuru blok 1siticidan aliman o6rnekler oda sicakligina kadar sogutularak
iizerlerine 750 pl kloroform/izoamil alkol (24:1 w/w) eklenmis ve 10 dakika siire
ile yavasga ters diiz edilerek 12000 g'de 15 dakika santrifiij islemine tabi
tutulmugtur. Stipernatantlar temiz 1,5 ml’lik santriftij tiiplerine aktarilarak
izerlerine DNA’y1 ¢okeltmek i¢in 0,6 hacim soguk izopropanol eklenmistir. 12000
g'de 15 dakika santrifiij isleminden sonra, siipernatantlar uzaklastirilarak ve
pelletler 2 kez %70’lik soguk etanolle yikanmis ve oda sicakliginda 30 dakika ile
kurutulmustur. DNA 200 pl steril Milli-Q su i¢inde ¢dziilerek, konsantrasyonu
DS11 FX Serisi Spektrofotometre (Denovix Inc., ABD) ile 6l¢iilmiis ve PCR

caligmalari i¢in ile 40 ng/ul'ye ayarlanmigtir.

AutoRun | ¥

Blank Measure e

Sekil 3.5. DNA Izolasyonu Asamasi ve Spektrofotometrede DNA Olgiim Ornegi
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3.2.7. SCoT Markérleri ile DNA Amplifikasyonu
SCoT markor analizleri Collard ve Mackill (2009) tarafindan dizayn edilen

36 primer arasindan ayrim giicii yiiksek bulunan primerler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu meyanda, ¢aligma kapsaminda kullanilacak primerler ve
ozellikleri tablo 3°de verilmistir. Calismada Ascochyta izolatlarina ait
polimorfizmin durumunu tespit etmek amaciyla 36 SCoT primeri ile elde edilen
izolatlar ile 6n denemeler yapilmistir. Yapilan 6n ¢alismalarda gruplarin ayrimi ve
grup icindeki genetik farkliliklar1 degerlendirmede polimorfizm saglamasi
beklenen SCoT primeri (13, 28, 29, 32) se¢ilmis ve tiim izolatlar arasindaki tiir i¢i
farkliliklar1 tespit etmek amaciyla kullanilmigtir. Bu kapsamda segilen primerlerin

tamamu tiirlerin ayrimini saglayan amplifikasyon profilleri olusturmustur.

Tablo 3.3. Ascochyta rabiei izolatlarimin molekiiler karakterizasyonunda
kullanilacak SCoT primerleri

Scot ID Baz dizilimleri Tm (°C) GC (%)
13 ACGACATGGCGACCATCG 50,0 61,0
28 CCATGGCTACCACCGCCA 50,0 67,0
29 CCATGGCTACCACCGGCC 50,0 72,0
32 CCATGGCTACCACCGCAC 50,0 67,0

Secilen primerler ile PCR reaksiyonlar1 ger¢eklestirilmistir. PCR karigimlari
Dream Taq DNA polimeraz tamponu 10x, 0,24 mM dNTPs, 0,8 uM primer, 0,5
tinite Dream Taq DNA polimeraz ve 20 ng DNA i¢ermistir. Reaksiyona ilk dnce
94 °C’de 3 dakika denatiirasyon ile baslanmis ve 35 dongii 94 °C’de 60 saniye
denatiirasyon, 50 °C’de 1 dakika baglanma, 72 °C’de 2 dakika ve son uzama sathasi
72 °C’de 5 dakika bekletilerek tamamlanmigtir. PCR {irlinleri 1x TAE tampon
soliisyonunda (Tablo 3.4) %]1,4’liik agoroz jel icerisinde elektroforetik ayrima tabi
tutulmustur. 1x TAE tampon soliisyonu ve Prona agaroz (BIOMAX, Ardoz-
Madrid, Ispanya) karigimi mikrodalgada homojen kivama gelene kadar
cozlindiiriilmiistiir. Homojen ¢ozelti 50 dereceye kadar sogutularak jel tepsisine
dokiilmiis ve taraklar kullanilarak kuyucuklar elde edilmistir. Hazirlanan agaroz
jeldeki kuyucuklara amplifiye edilen PCR iiriinlerinden 10 pl alinarak 6x yiiriime
boyasi (Tablo 3.4) eklenerek yiiklenmis ve 90 dakika 120 volt elektriksel alanda
yiiriitiilmiistiir. Orneklerin biiyiikliikliiklerini hesaplamak icin markér olarak

GeneRuler 100 bp+ DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD)
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kullanilmistir. Agaroz jel siire sonunda etidyum bromit ile boyanarak iiriinlerin
varlig1 bir jel goriintiileme sisteminde (G: BOX F3, Syngene, Ingiltere) kontrol

edilmistir.

Tablo 3.4. TAE tamponu ve yiikleme boyasi igerigi

Tampon Miktar

100 ml igin. 24,2 g tris bazi. 10 ml 0.5
M EDTA (pH 8,0). 5,71 mL glasiyal
asetik asit

50x Tris-Asetat-EDTA (TAE)
tamponu

10 mM Tris-HCI (pH 8.0). 60 mM
6% elektroforez yiikleme boyast EDTA (pH 8,0). %0,25 ksilen siyanol.
%0,25 bromofenol mavisi. %60 gliserol

3.2.8. iPBS Retrotransposon Markorleri ile DNA Amplifikasyonu
Kalendar vd. (2010) dizayn edilen ve evrensel olarak elde edilen iPBS

retrotranspozon DNA markdrlerini kullanilacak olup, primerlere iligskin detayli bilgi
tablo 3.5.’de gosterilmistir. iPBS retrotranspozons analizleri Baloch vd. (2015)’e
gore Dream Taq DNA polimeraz tamponu (Fermantas) 10x, 5 mM dNTPs, 10 pM
primer, 1,75 iinite Dream Taq DNA polimeraz (Fermantas) ve 10 ng DNA
icerecektir. Reaksiyona ilk dnce 95 °C’de 4 dakika denatiirasyon ile baglanacak ve
30 dongii 95 °C’de 15 saniye denatiirasyon, 50-65 °C’de 1 dakika baglanma
(primere bagl olarak degismek iizere), 68 °C’de 1 dakika ve son uzama sathasi
72 °C’de 5 dakika bekletilerek tamamlanacaktir. Yapilan 6n ¢alismalarda
gruplarinin ayrimi ve grup ig¢indeki genetik farkliliklar1 degerlendirmede
polimorfizm saglamasi beklenen SCoT primeri (2395, 2228, 2232, 2415) secilmis
ve tiim izolatlar arasindaki tiir i¢i farkliliklart tespit etmek amactyla kullanilmigtir.
iPBS analizleri i¢in elde edilecek PCR iiriinleri 1x TAE tampon sollisyonunda
%1,4’lik agoroz jel icerisinde elektroforetik ayrima tabi tutulmustur. 1xTAE
tampon soliisyonu ve Prona agaroz (BIOMAX, Ardoz-Madrid, Ispanya) karisimi
mikrodalgada homojen kivama gelene kadar ¢oziindiiriilmiistiir. Homojen ¢ozelti
50 °C’ye kadar sogutularak jel tepsisine dokiilmiis ve taraklar kullanilarak
kuyucuklar elde edilmistir. Hazirlanan agaroz jeldeki kuyucuklara amplifiye edilen

PCR fdriinlerinden 10 pl alinarak 6x yiirime boyasi (Tablo 3.4) eklenerek
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yiiklenmis ve 90 dakika 120 volt elektriksel alanda yiiriitiilmiistiir. Orneklerin
biiyiikliikliikleri hesaplamak i¢in markor olarak GeneRuler 100 bp+ DNA ladder
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanilmistir. Agaroz jel siire
sonunda etidyum bromit ile boyanarak {rlinlerin varligi bir jel goriintiileme
sisteminde (G: BOX F3, Syngene, Ingiltere) kontrol edilmistir.

Tablo 3.5. Aragtirmada Kullanilacak iPBS retrotranspozon Primerlerine Ait
Bilgiler

. —— Tm ¢ Optimum
Primer Baz dizilimleri annealing, Ta
(°C) (%)
°C)
2395  TCCCCAGCGGAGTCGCCA 66,00 72,20 52,80
2228 CATTGGCTCTTGATACCA 51,90 44,40 54,00
2232 AGAGAGGCTCGGATACCA 56,60 55,60 55,40
2415  CATCGTAGGTGGGCGCCA 62,50 66,70 61,00

3.3. Veri Analizleri
SCoT ve iPBS analizleri ile belirlenen tiim bantlar, ikili veri matrisi

meydana getirmek icin pozisyonlarda bulunan (1) veya yok (0) olarak
skorlanmistir. Her primer 6rnek kombinasyonu en az iki farkli PCR amplifikasyonu
tekrarlanmis ve sadece tekrarlanabilir bantlar belirlenmistir. Izolatlarin genetik
profillerini belirlemek i¢in SCoT ve iPBS markoérlerinin ¢alisabildigini belirlemek
icin markdrlerin basarisi, Prevost ve Wilkinson (1999) polimorfik bilgi igerigi (PIC)
ve Rolden-Ruiz vd. (2000) ¢6zme giicli kullanilarak degerlendirilmistir.

Her bir isaretleme sisteminden iiretilen veri matrisleri, ayr1 ayr1 ve birlikte
NTSYS-pc sayisal taksonomi paketi, stirlim 2.02 tarafindan Jaccard'in benzerlik
katsayis1 uygulamaya dahil edilerek genetik bir benzerlik matrisine
donistiiriilmistiir (Rohlf, 2000). Bir dendrogram olusturmak icin aritmetik
ortalama (UPGMA) kiime analizlerine gore agirliksiz cift gruplu yontem
kullanilmistir. SCoT, iPBS kombinasyon verilerinden elde edilen dendrogramlarin
her biri i¢in bir kofenetik matris tretilmis ve SCoT ve i1PBS isaretleyicilerinin
uyum iyiligini kontrol etmek i¢in, benzerlik katsayilart matrisi ile dendrogram
arasindaki korelasyonu hesaplamak ve benzerlik matrislerinin her bir ¢iftini
NTSYS 2.02'nin MxComp Modiiliinii kullanarak karsilastirmak i¢in Mantel
anlamlilik testi kullanilmistir (Rohlf, 2000).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Ascochyta yaniklig: tilkemizdeki nohut ekim bolgelerinde meydana gelen
onemli fungal hastaliklardan birisidir ve tiim diinyada bu patojenle miicadele
yontemi olarak dayanikli gesitlerin yetistirilmesi onerilmektedir (Singh and Reddy
1984). Mevcut nohut cesitlerinin dayanikliligi ise bolgelere gore farklulik
gostermekle birlikte fungusun yapisinda siklikla olusan patojenik degiskenliklerden
dolay1 (Kaiser ve Hannan 1987) zaman i¢inde dayaniklilik direng¢lerinde diisiis
goriilmektedir. Bunun i¢in nohut ekim bolgelerinde 4. rabiei populasyonlarindaki
genetik ve patojenik farkliliklarin tespit edilmesi bu patojenle etkin miicadele
yontemlerinin gelistirilmesi bakimindan 6nemi biiytiktiir. Bu kapsamda farkli ayrici
test ¢esitleri kullanilarak A. rabiei izolatlar1 arasindaki patojenik farkliliklart
bulmak icin birgok arastirma yapilmistir. 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 tiirii kullanarak 17 patotip grubu
icerisinde gruplandirmistir (Babaliogullu 2004). Yapilan diger c¢alismalarda
genellikle 3 ila 16 ayrici test ¢esidi kullanilarak A. rabiei izolatlar1 3-14 patotip
grubu igerisinde gruplandirilmistir (Vir ve Grewal 1974, Jan ve Wiese 1991, Udupa
vd., 1997, Jamil vd., 2000, Chongo vd., 2004).

A. rabiei nohut yaniklik hastalifina neden olup nohut liretilen bolgelerde
yaygin olarak bulunmaktadir. Bu durum bazi aragtirmacilar araciligi ile
incelenmistir. Atasagun (2009) Konya’'nin 9 ilinde nohut yetistirme bolgelerinde
sOrvey arastirmalar1 yapmis ve A. rabiei yayginliini, hastalik oranimi ve hastalik
siddetini incelemistir. Arastirma sonunda Kadinhani, Sarayonii, Ilgin ve
Seydisehir’de sorvey bolgelerinin biitiinlinde hastalik goriildiigii bildirilmistir.
Beysehir’de hastalik sorvey alanlarinin %78’inde, Eregli’de % 49’unda
Gilineysiir’da ise %18’inde goriilmiistiir. Hastaligin Konya ili ortalama hastalik
yayginligt %60,55 olarak tespit edilmistir. Bulgak (2016) Marmara Bolgesinde
nohut ekim yapilan bdlgelerde yaptigi sorvey arastrmalarinda tarlalardaki
Ascochyta yanikligl incelemis ve Balikesir ilinde hastalik oranint %31, Tekirdag’da
%70, Canakkale’de %45, Bursa’da %35 ve Bilecik’de %22 olarak tespit etmistir.

A. rabiei’nin patotip I, II ve III’lin varligindan Udupa vd. (1998), patotip
IV’in varligindan ise Imtiaz vd. (2011) tarafindan yapilan incelemeler sonucu

gorlilmiistiir. Patotipler arasinda degiskenlikler goriilmiis ve farkli nohut

34



cesitlerinin farkli patotiplere kars1 dayanikliligi oldugu goriilmiistiir.

Tiirkkan ve Dolar (2009) yapmis olduklar1 ¢alismada Tiirkiye nin farkl
illerinden bulunmus 67 A. rabiei izolat1 ile patotip varligini ve irk ayrimini
aragtirmuslardir. Izolatlarm %59’ unun patotip I, %5’inin patotip II ve %36’sinin
patotip III bulundugunu bildirmislerdir.

Yapilan bagka bir c¢alismada bolgelere gore ayrilan A. rabiei
populasyonlarindaki genetik farklilik oldukg¢a benzer olup tiim populasyonlar i¢in
ortalama 0.1984+0.1636 olarak bildirilmistir . Populasyonlar i¢inde en yiiksek gen
farkliiginin i¢ Anadolu bélgesinde (0.1992), en diisiik farkliligin ise Akdeniz
bolgesinde (0.1574) oldugu bildirilmistir. Giineydogu Anadolu, Ege ve Karadeniz
bolgelerindeki gen farkliliklart ise sirasiyla 0.1773, 0.1819, 0.1943 olarak tespit
edilmistir. Populasyon farkliliklarinin bir 6l¢iisii olarak kullanilan Shannon indeksi
(Lewontin 1972)“de benzer bir egilim gostermistir. Bu veriye gore
populasyonlardaki Shannon indeksinin tiim populasyonlar icin ortalama
0.3228+0.2202 oldugu ve 0.3165 (i¢ Anadolu) ile 0.2336 (Akdeniz) arasinda
degistigi bildirilmigtir. Bolgelere gore polimorfik lokus oraninin dagilimi
incelendiginde ise en fazla polimorfik lokus oraninin Karadeniz bolgesinden elde
edilen izolatlar arasinda bulundugu tespit edilmistir. (Ozer, 2009)

Genotipik  karakterizasyon icin  gerceklestirilen DNA  izolasyon
caligmalarinda DArT DNA izolasyon yonteminin olduk¢a basarili oldugu
gorlilmiistiir. Nohut genotip ve ¢esitlerinden elde edilen DNA’larin bir DS-11 FX+
spektrofotometre 6l¢iimleri sonucu ¢alismanin saglikli bir sekilde yiiriitiilebilmesi
icin gerekli temizlik ve miktarda DNA sagladig: tespit edilmistir. Tiim DNA’larin

spektrofotometre Slgiimleri Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.1. Ascochyta Izolatlarindan Elde Edilen DNA Miktarlar1 Ve Kaliteleri
No izolatismi DNA miktar1 260/280

1 Ascoc-01 307,00 1,10
2 Ascoc-02 1166,06 1,33
3 Ascoc-03 1129,10 1,75
4  Ascoc-04 1107,10 1,50
5 Ascoc-05 163,93 1,37
6 Ascoc-06 338,59 1,83
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7  Ascoc-07 290,70 1,76

8 Ascoc-08 236,21 1,86
9 Ascoc-09 244,09 1,96
10 Ascoc-10 251,97 1,20
11 Ascoc-11 259,85 1,33
12 Ascoc-12 247,72 1,26
13 Ascoc-13 275,60 1,59
14 Ascoc-14 283,48 1,72
15 Ascoc-15 291,36 1,85
16 Ascoc-16 299,24 1,88
17 Ascoc-17 317,11 1,11
18 Ascoc-18 314,99 1,82
19 Ascoc-19 322,87 2,14
20 Ascoc-20 320,75 1,60

Gegmis yillarda arastirilan Kumlay vd. (2021) 10 adet pamuk (Gossypium
hirsutum L.) tiriiniin iPBS markorlartyla molekiiler karakterizasyonunu
belirlemislerdir. DNA’ya dayali 6 adet iPBS markdr kullanilarak, toplamda 36 adet
polimorfik bant bulmuslar ve ortalama polimorfizm oranmmi %77 olarak
bulmuslardir. Markorlarin asagi yukart polimorfizm orani 0,27, ortalama gen
cesitliligi oran1 0,34, korelasyon katsay1 degerini de (r) 0,90 olarak bulmuslardir.
Genotipler arasindaki genetik baglantiyr, NTSYS-pc yazilimimi uygulayarak
gormiigler ve 0,04 ile 0,83 arasinda degistigini tespit etmislerdir. Yapilan PCA 55
calismasinda ise ilk {i¢ degerler toplami, toplam varyasyonun %71 lini
bildirmislerdir. Calismada bulunan markérlarin yukart PIC oranmi 0,33 ve gen
cesitliligi (H) degeri de 0,42 ile daha yiiksek goriilmiistiir. Genotipler arasindaki
genetik iligski, NTSYS-pc yazilimi1 kullanilarak bulunmus ve 0,03 ile 0,75 arasinda
degistigi bildirilmistir.

4.1. iPBS-PCR Teknigi
A. rabiei izolatlarinin tiir i¢i ¢esitliligini tanimlamak i¢in Kalendar ve ark.

(2010) tarafindan gelistirilen tekrarlanabilir, skorlanabilir ve keskin fragmanlar ile
taranmistir. On ¢alismalarda hicbir genetik varyasyon saptanmamustir; bu nedenle,
tiim 20 izolat i¢cin iPBS-PCR calismalari i¢in dort iPBS primeri (2395, 2228, 2232
ve 2415) rastgele secilmistir.
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4.2. SCoT-PCR Teknigi
A. rabiei izolatlarinin spesifik olmayan genetik varyasyonu i¢in on

caligmalarda hicbir genetik varyasyon saptanmamuistir; bu nedenle, tiimii 20 izolat
icin iPBS-PCR c¢aligmalart i¢in dort iPBS primeri (13, 28, 29 ve 32) rastgele
secilmistir.

Tiim iPBS ve SCoT belirtegleri, 4. rabiei izolatlar1 i¢in net ve tekrarlanabilir
bant profilleri iiretilmistir. iPBS ve SCoT markdr sistemi igin gosterildigi gibi
izolatlar arasinda polimorfizm saptanmamistir. iPBS primerleri ile amplifiye
edilmis polimorfik bantlarin sayisi 11 ila 15 arasinda degisirken, SCoT isaretleri ile
7 ila 13 arasinda degismektedir. iPBS ve SCoT isaret sistemleri i¢in ortalama

giiclendirilmis PCR iirlinii sayisi sirastyla 10,12, 13 ve 11 olarak bulunmustur.

Tablo 4.2. Toplam Bant Dizilimleri

SCoT Baz Dizilimleri (5'-3’) Tm (°C) ¢ TB
(%)
13 ACGACATGGCGACCATCG 50,00 61,0 10
28 CCATGGCTACCACCGCCA 50,00 67 12
29 CCATGGCTACCACCGGCC 50,00 72 13
32 CCATGGCTACCACCGCAC 50,00 67 11
Avg./primer 10,0
iPBS
2395 TCCCCAGCGGAGTCGCCA 66,00 72,20 15
2228 CATTGGCTCTTGATACCA 51,90 44,40 11
2232 AGAGAGGCTCGGATACCA 56,60 55,60 14
2415 CATCGTAGGTGGGCGCCA 62,50 66,70 15
Avg./primer 6,5

Tm= Primer baglanma sicakligi; TB= Toplam bant
Yapilan baska bir ¢alismada kullanilan 32 izolat i¢in yedi iPBS markérti ile
toplamda 114 lokus iretilmistir. Markor sistemi, farkli Fusarium tiirlerine ait
izolatlar arasinda 6nemli bir degiskenlik saglayan ¢ok sayida fragment iiretmistir
iPBS-PCR'dan iiretilen ve tekrarlanabilir 114 amplifikasyon {irlintinden 99'unun
(%86.8) tiirler arasinda polimorfik oldugu tespit edilmistir. iPBS primerleri ile
cogaltilmis bantlarin sayisi primer basima ortalama 16.3 olarak bulunurken, bu

deger 11 (iPBS2395) ila 23 (iPBS2080) arasinda farklilik gosternistir. En yiiksek
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polimorfik bant oran1 %92.9 ile iPBS2077 i¢in bulunmus, en diisiik oran ise %77.6
ile iPBS2244 primerinden {lretilmistir. Bu polimorfizm oranlar1 Albayrak et al.
(2016)’nin geneli Tiirkiye ve iran olmak iizere bugdaydan iiretilmis olan 20 F.
culmorum izolatt ve 43 F. graminearum izolatinin 25 ISSR primeri ile
gerceklestirdikleri calismada elde ettikleri %5.92 polimorfizm oranina goére oldukca
fazladir. (Alkan vd., 2019)

Bagka calismada Sclerotiniaceae familyasinin 6 tiirline ait 34 izolat
arasindaki tiirler aras1 polimorfizm 6 iPBS markoérii ile arastirilmis ve olusan
bantlarin %98 oraninda tiirler arasinda polimorfik oldugu bildirilmistir (Ozer vd.,
2017).

Yapilan bagka bir ¢alismada 12 soya ¢esidi 6 IPBS markérleri kullanilarak
polimorfizm incelenmistir. Markorlere ait bilgiler tablo 4.3 verilmistir. Calismada
iretilen toplam 49 banttan 44’ polimorfik bant tespit edilmistir. Ortalama
polimorfik bant sayis1 7.33°diir. En yiiksek polimorfik bant (15) veren IPBS-2080
markoriidiir ve polimorfizm oran1 %100°diir. En diisiik polimorfizm orani %50 olup
IPBS-2384 markoridiir.

Tablo 4.3. iPBS Markérlerinin Karakterizasyon Degerleri (Kumlay vd.,

2021)
Markor Bilgileri Bantlarin Cesitlilik
Bilgileri Degerleri

Markor Sekanslar 5°-3° Sicakhlk Toplam P% 1 H PIC
Adr Bant
IPBS2384 GTAATGGGTCCA 45 6 50 0.67 0.48 0.36
IPBS2382 TGTTGGCTTCCA 45 4 75 0.32 0.21 0.17
IPBS2381 GTCCATCTTCCA 45 8 100  0.47 0.31 0.25
IPBS2231 ACTTGGATGCTGATACCA 55 6 100  0.31 0.21 0.16
IPBS2080 CAGACGGCGCCA 50 15 100  0.31 0.18 0.16
IPBS2077 CTCACGATGCCA 45 10 90 0.44 0.27 0.23
Toplam 85.83 0.42 0.28 0.22
Ortalama
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SCoT markorleri, gen hedefli markoérlerin iiretimi i¢in gelistirilen basit ve
giivenilir markorlerdir. Diger bir¢ok markor sistemine kiyasla SCoT markorleri,
bitkilerde evrensellik ve biyolojik Ozellikler ile ilgili daha fazla bilgiler
saglamaktadir. Hedef genle yakin baglanma avantajina sahip olan bu sistem
giivenilir, tekrarlanabilir, kolay kullanimli ve verimli olmas1 bakimindan tercih
edilmektedir (Yilmaz ve Ciftci, 2021a).

Yapilan bagka bir calismada nohut bitkisinin atasi olan Elymus sibiricus
bitkisinden 53 E. sibiricus'un genetik cesitliligi, seviyesi ve molekiiler varyasyonu
incelenmistir. Cin'deki bes cografi bolgeden alinan 6rneklerde yapilan incelemede
16 SCoT primerinden toplam 173 bant {iretilmistir. 159 polimorfik bantlarin (PPB)
yiizdesi ile polimorfik olan bantlar %91.91 dir (Zhang vd.,2015)

Yapilan bagka bir caligmada Van Golii havzasindan toplanan 74 F.
imperialis genotipi arasindaki genetik cesitliligi bulmak i¢in yapilan arastirmada,
19 farkli iPBS-Retrotranspozon primeri aragtirmaya dahil edilmistir. Kullanilan 19
primerin tamami %100 oraninda polimorfizm gdsteren toplam 94 bant meydana
getirmistir. Primer basma diisen ortalama bant sayisinin 4.94, ortalama PIC
degerinin 0.58 oldugu belirlenmistir. En diisiik bant veren primer 2 bant meydana
getirirken, en yliksek bant veren primer 10 bant meydana getirmistir. Ortalama
etkili allel sayisinin 1.50, Shannon bilgi indeksinin 0.47, gen ¢esitliliginin ise 0.30
oldugu bulunmustur. Bulunan veriler, Van G6lii havzasindan yetistirilen ters lale
genotiplerindeki genetik farkliligin 6nemli seviyede oldugu goriilmiistiir (Kogak

vd., 2020).
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Asagida SCoT ve iPBS markorleri ile yapilan deneyler sonucu elde

edilen jel goriintiileri verilmistir.

Sekil 4.1. Ascochyta izolatlarinin temsili iPBS 2395 primeri ile elde edilen jel

goruntiisu

Sekil 4.2. Ascochyta izolatlarinin temsili SCoT 13 primeri ile elde edilen

jel goriintiisii
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5.SONUC VE ONERILER

Genetik farkliliklarin molekiiler markor sistemleri ile belirlenmesinde hedef
aliman bolgenin gen bolgesi olmasi tiir i¢i genotipik gruplama ¢oziiniirliigl i¢in
biiyiik bir avantajdir. Hangi markdr yontemi kullanilirsa kullansin tiirler arasinda
hatta tiir i¢erisinde farkli polimorfik bantlarin elde edilmesi amaglanmaktadir. Fakat
tir ici genetik farkliliklarin incelenmesinde kullanilan molekiiler markor
yonteminin spesifik gen bolgelerini ¢ogaltmasi istenen bir durumdur.

Bu aragtirma ile Ankara ve Cankiri ili nohut alanlarindan elde edilecen 4.
rabiei izolatlarinin SCoT ve iPBS primerleri kullanilarak genetik farkliliklarinin
belirlenmesi amaglanmastir.

Tim iPBS ve SCoT belirtecleri, Ascochyta rabiei izolatlar1 i¢in net ve
tekrarlanabilir bant profilleri tretilmistir. iPBS ve SCoT marker sistemi igin
gosterildigi gibi izolatlar arasinda polimorfizm saptanmamaistir. iPBS primerleri ile
amplifiye edilmis polimorfik bantlarin sayisi 11 ila 15 arasinda degisirken, SCoT
isaretleri ile 7 ila 13 arasinda degismektedir. iPBS ve SCoT isaret sistemleri i¢in
ortalama gii¢lendirilmis PCR iiriinii sayist sirasiyla 10,12, 13 ve 11 olarak

bulunmustur.
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