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OZET

Cicer anatolicum Alef. ICIN YANIKLIK HASTALIGININ [Ascochyta
rabiei (Pass.) Labr.] MOLEKULER TEKNiKLERLE TANISI

Umit GULER
Yiiksek Lisans Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dal
Danmisman: Prof. Dr. Cengiz TOKER
Haziran 2018; 28 sayfa

Genetik kaynaklar olarak yabani bitkilerin akrabalar1 canli ve cansiz streslere
dayaniklilik bakimindan kullanigh 6zelliklere sahiptirler. Cok yillik yabani bir nohut
olan Cicer anatolicum Alef. nohut (C. arietinum L.) yaniklik hastaligindan [Ascochyta
rabiei (Pass.) Labr.] miizdarip olmasina karsin, hastaliga dayaniklidir. Yabani nohut
tiirleri toplama projesi esnasinda, morfolojik gozlemlere gére nohut yaniklik hastaligi
olabilecegi diisliniilen hastalikli bitki pargalar1 C. anatolicum’dan Turkiye, Erzurum,
Palanddken mevkiinde toplanmistir. Bu g¢alismanin amaci C. anatolicum’daki nohut
yaniklik hastaligin1 molekler tekniklerle teshis etmektir. Mantar igeren hastalikli bitki
parcalar1 govde, yaprak ve bakla ilizerinden izole edilmistir. Sonra PDA ortaminda
tretilmistir. Hastaligin PDA ortamindaki morfolojik gorlintisiiniin nohut yaniklik
hastaligina benzer oldugu belirlenmistir. Genomik DNA’nin ITS bolgeleri 1TS4 ve ITS5
primerleri ile PCR’da ¢ogaltilmis ve dizilenmistir (sekans edilmistir). Elde edilen diziler
GenBankdaki A. rabiei (eseyli formu Didymella rabiei Kovachevski) ile % 100 benzer
bulunmustur. Biiytik ihtimalle bu hastalik C. anatolicum ile beraber evrimlesmis olabilir
cunki C. anatolicum tarimi yapilan nohuttan ¢ok uzak mesafede bulunmkatadir ve
zaman i¢inde bitki hastalikla basetmek i¢in 6zel bir kagis yetenegi gelistirmistir.
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF ASCOCHYTA BLIGHT [Ascochyta rabiei (Pass.) Labr.]
IN Cicer anatolicum Alef. USING MOLECULAR TECHNIQUES

Umit GULER
MSc Thesis in Field Crop
Supervisor: Prof. Dr. Cengiz TOKER
June 2018; 28 pages

As genetic resources, crop wild relatives have useful potential for resistance to
biotic and abiotic stresses. Cicer anatolicum Alef., a perennial wild chickpea species, is
resistant to ascochyta blight [Ascochyta rabiei (pass.) Labr.] of chickpea (C. arietinum
L.), although it is suffered from ascochyta blight. During a collection mission of wild
Cicer species, plant debries to be ascochyta blight of chickpea according to
morphological observation were collected from C. anatolicum in site of Palandoken,
Erzurum, Turkey. Aim of the study was to diagnosis of ascochyta blight in C.
anatolicum using molecular techniques. Plant debries containing fungi were isolated
from leaflets, pods and stems. The fungi produced in PDA medium. Morphological
appearance of the fungi in PDA medium was detected to be similar to ascochyta blight.
PCR amplification of ITS region of genomic DNA using ITS4 and ITS5 primers was
sequenced. The obtained sequences were found to be 100% similar to the corresponding
sequence in GeneBank for Ascochyta rabiei, telemorph of Didymella rabiei
Kovachevski. Most probably the pathogen may have co-evolved with C. anatolicum
since C. anatolicum was grown in long distance from the cultivated chickpea and the
plant has developed a special escape ability to deal with the diseases over time.
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Yiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Cicer anatolicum Alef. i¢in Yaniklik
Hastaliginin [Ascochyta rabiei (Pass.) Labr.] Molekiiler Tekniklerle Tanisi” adli bu
calismanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez
calismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini gésterdigimi beyan ederim.
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GIRIS U. GULER

1. GIRIS

Tiirkiye’de yayilis gosteren bitki tiirleri ile Avrupa kitasinda yayilis gosteren
bitki tiirlerinin sayisina bakildiginda bu sayilar birbirine yakindir. Ulkemiz yaklasik
olarak 12.000 bitki taksonuna (tiir, alt tiir ve varyete diizeyinde) ev sahipligi
yapmaktadir (Ekim vd. 2000; Erik ve Tarikahya 2004; Avci 2005; Arslan vd. 2015).
Dolayisiyla tilkemiz ¢ok sayida cins igin gen merkezi durumundadir. Bir¢ok bitkinin
tarimi yapilabilmektedir ve bu bakimdan zengin bir iilkedir. Cografi konumunun verdigi
uygun iklim yapis1 ve dort mevsimin yasanabilir olusu, jeolojik yapisi, birbirinden farkl
toprak grup ve yapilarina sahip olmasi, farkli iklim tiirlerinin etkisinde olmasi ve ii¢
farkl bitki cografyasinin bir araya geldigi yerde olmasi nedeniyle zengin bir vejetasyon
ve bitki Ortlsu tiplerine sahiptir (Davis 1970; Davis ve Hedge 1975; Atalay 1994,
Dogan 2007).

Orchidaceae (Salepgiller) ve Asteraceae (Papatyagiller)’den sonra tohumlu
bitkilerdeki en blyik dglincl familya Fabaceae (Leguminosae) familyasidir. Bu
familyada yaklasik 800 cins ve 20.000 tiir yer almaktadir (Lewis vd. 2005, The Legume
Phylogeny Working Group 2013; Symkal vd. 2015). Fabaceae ya da Leguminosae
familyas1 iilkemizde ise 71 cinse ait yaklagik 1013 tiir igermekte olup tiir sayisi
bakimindan en biiyiik ikinci familyadir. Bu tiirlerin 400G endemik olup Tiirkiye
florasinda endemizm orani agisindan % 14 ile Fabaceae familyas: ikinci siradadir (Erik
ve Tarikahya 2004).

Baklagiller iri agag¢s1 yapilardan kisa calilara kadar farkli yapilarda olabilirler.
Bir¢ok baklagil havadaki serbest azotu koklerindeki nodiiller vasitasiyla topaga baglama
yetenegine sahiptirler (Lewis vd. 2005; Sprent 2001).

Kiiltiiri yapilan nohut (Cicer arietinum L.) ile beraber nohut cinsi (Cicer L.) 45
takson ile temsil edilmektedir (van der Maesen vd. 2007). C. uludereensis Donmez
(Donmez 2011), C. insicum (Willd.) K. Maly subsp. serpentinica M.Ozturk & A.Duran,
C. floribundum Fenzl. var. amanolica M. Ozturk & A. Duran ve C. heterophyllum
Contandr. et. al. var. kassianum M. Ozturk & A. Duran ile birlikte toplam takson sayisi
49’a yiikselmistir. Bu tiirlerden 9’u tek yillik, 40’1 ¢ok yillik olup, Giiney Bat1 Asya’dan
Kanarya adalarina kadar biiyiik bir alanda yayilis gostermektedirler (van der Maesen vd.
2007, Ozturk vd. 2013, Toker vd. 2014a, 2014b). Son degisiklikler ile beraber Tiirkiye
florasinda nohut cinsi 17 takson (14 tiir) ile temsil edilmektedir (Davis 1970; Davis vd.
1988; Robertson vd 1995; Donmez 2011; Ozturk vd. 2013; Toker vd. 2014a; Tekin vd.
2018; Talip vd. 2018).

Cicer anatolicum Alef. nohudun ¢ok yillik yabani formlarindan biri olup
Turkiye, Ermenistan, Kuzey Irak ve Kuzeybati Iran bélgesine kadar yayilis
gostermektedir (Berger vd 2003). Ulkemizde illere gore yayilis alanlar1 Kastamonu,
Bitlis, Ankara, Erzincan, Erzurum, Giimiishane, Kayseri, Kiitahya, Manisa, Van,
Karaman seklindedir (Babac vd. Tubives 2004;Bakis vd. Tlbives 2011). C. anatolicum
ulkemizde bulunan Cicer tiirleri arasinda en fazla yayilis alan1 olandir. Anadolu‘da en
bat1 yayilist Izmir Bozdag‘dir. Pinus nigra ormani ve Quercus acikliklari gibi seyrek
ormanlik alanlar bu tiir igin yaygin yetisme ve gelisme alanlaridir (Ozturk 2011).
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Bitkilerin gelisip biiylimesini sinirlayan bir¢ok canli stres etmeni bulunmaktadir.
Simdiye kadar nohutta zarara yol actig1 rapor edilen yaklasik olarak 67 mantar, 22 viriis,
3 bakteri ve 80 nematod bulunmaktadir (Nene vd. 1996).

Ascochyta rabiei (Pass.) Labr. mantarinin neden oldugu nohutta goriilen en
Oonemli hastaliga nohut yaniklik hastali§i ya da baska bir deyisle antraknoz da
denilmektedir. Ilk olarak Pakistan’da rapor edilmistir. Glinimizde diinyada nohut
tiretimi yapilan en az 37 iilkede tespit edilmistir (Nene vd. 1996; Singh vd. 2007).
Hastalik etmeni mantar virulansina gore az siddetli (patotip I), siddetli (patotip II) ve
cok siddetli (patotip III) olmak iizere ii¢ patotip gruba ayrilmaktadir (Udupa vd. 1998;
Chen vd. 2004; Tirkkan vd. 2008). Hastaligin Akdeniz iilkelerinde meydana getirdigi
zararin % 100’e kadar ulastig1 bilinmektedir (Hawtin ve Singh 1984). Kuzeybati
Pasifik’te 1987 yilinda bu hastaligin meydana getirdigi zararin ekonomik boyutunun 1
milyon dolar1 gectigi bildirilmistir (Kaiser ve Muehlbauer 1988). 1981-1982 yillarinda
da Hindistan ve Pakistan’da zararin 7.43 milyon dolar oldugu raporlanmstir (Verma vd.
1981, Singh vd. 1982).

Cicer anatolicum nohut yaniklik hastaligina dayanikli olmasina ragmen,
hastaliga da yakalanmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda, Cicer anatolicum’un yayilis
gosterdigi yerlerden (Erzurum, Palandoken mevkiinde) yaniklik hastaligi olabilecegi
diisiiniilen hastalikli bitki pargalar1 toplanmis ve morfolojik gdzlemler sonucunda
hastalik teshis edilmistir. Bu g¢alismanin amaci C. anatolicum’daki nohut yaniklik
hastaligint molekiiler tekniklerle teshis etmektir.



KAYNAK TARAMASI U. GULER

2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Nohut (Cicer L.) Cinsi ile Tlgili Genel Bilgiler

Baklagiller eski devirlerden bu tarafa toplayicilar icin kolay toplanabilen, tok
tutucu ve besleyici gidalar olarak bilinir. Kolay yetistirilmeleriyle birlikte uzun sire
saklanabilmeleri sayesinde de tercih sebebi olmuslardir. Romalilar, kabuk iginde
saklanmis yenebilen tanelerin tiimiine toplayicilik anlamindaki —lego’dan gelen
—legumen adin1 vermislerdir (Ertug 2008; Mikic 2012). Asya’da ve Dogu Akdeniz’de
cokca rastlanan tirmanici, sarilict baklagiller ilk kiiltiire alinan bitkiler arasindadir
(Ertug 2008).

Tohumlu  bitkiler icindeki Orchidaceae (Salepgiller) ve Asteraceae
(Papatyagiller)’dan sonra en buyuk familya Fabaceae (Leguminosae) familyasidir. Bu
familyada yaklasik 800 cins ve 20.000 tiir yer almaktadir (Lewis vd 2005; The Legume
Phylogeny Working Group 2013; Symkal vd 2015). Cicer L. cinsi (genusu) Fabaceae
familyasinin bir tiyesidir ve taksonomik olarak bir¢ok degisime ugramustir. Jaubert ve
Spach (1842), Alafeld (1859) ve Boissier (1872) bu alanda ilk caligmalar1 yapan
arastirmacilardir. Ancak bu cinsle alakali ilk detayli ¢calisma Popov (1929) tarafindan
gergeklestirilmistir. Popov’un caligmasi, van der Maesen (1972) tarafindan revize
edilmistir ve her ikisi de morfolojik karakterleri ve cografik dagilis alanlarini esas
almistir (van der Maesen vd 2007; Oztiirk 2011). Cicer L. cinsi énceleri baklagiller
familyas1 icerisinde Vicieae Alefeld oymag: igerisinde yer almistir. Ancak Kupicha
(1977)'nin gergeklestirdigi polen morfolojisi ¢aligmasindan sonra bulundugu Vicieae
oymagindan ¢ikarilip taksonomik olarak kendi oymagi olan Cicereae Alafeld oymagina
taginmistir (van der Maesen 1984). Monotipik bir oymak olan Cicereae oymaginin
siniflandirilmasinda Rhizobium bakterilerinin yardimct oldugu rapor edilmistir (Gaur ve
Sen 1979). Nozzolillo (1985) da sekiz nohut tarinun (C. arietinum, C. pinnatifidum, C.
judaicum, C. cuneatum, C. chorassanicum, C. anatolicum, C. montbretii ve C. pungens)
tohumluk morfolojisi ve anatomisini incelemis ve nohut cinsinin monotipik bir oymak
olan Cicereae igerisinde yer almasini destekleyici sonuglar elde edildigini rapor etmistir.

Nohut, glinimizden 9-10 bin y1l 6nce bugday, arpa, ¢avdar, bezelye, mercimek,
keten gibi bitkilerle eski diinyada kiiltiire alinmis olan énemli bir baklagildir (van der
Maesen 1972, Singh 1997, Abbo vd 2003b, Redden ve Berger 2007). Bilinen en eski
nohut varhiginin Harlan (1971) ve van Zeist ve Bottema (1972)’ya gére M.O. 7500-
6800 yillarinda Cayonii (Tiirkiye) bolgesinde oldugu; Moore vd (1975)’ne gore ayni
yillarda Suriye’nin Tell Abu Hureyra bdlgesinde oldugu; van der Maesen’e (1984) gore
M.O. 5450 yilinda Hacilar (Tiirkiye)’da oldugu bildirilmistir. Son yapilan ¢alismalar en
eski karbonlasmis nohut ve C. reticulatum Ladiz. érneklerinin M.O. 7260 yilmna ait
oldugunu ve Tell-el-Kerkh (Suriye) kazilarindan elde edildigini gostermektedir (Tanno
ve Willcox 2006).

Cicer taksonlarinin Tirkiye‘de sirasiyla ozellikle Giiney Dogu Anadolu,
Akdeniz, Dogu Anadolu ve Ege‘de yogunlastigi goriilmektedir (van der Maesen 1987).
Nohut cinsi 9’u tek yillik ve 40’1 ¢ok yillik olmak iizere 49 takson ile temsil
edilmektedir (van der Maesen vd. 2007; Dénmez 2011; Oztiirk vd. 2011). Bu tiirler
Fabales takimi, baklagiller (Fabaceae) familyasi, Faboideae alt familyasi, Cicereae
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Alefeld oymagi ve Cicer L. cinsi igerisinde siniflandiriimaktadir. C. anatolicum gok
yillik bir tiir olup 2n=16 kromozom sayisina sahiptir (Oztiirk 2011).

Ayrica nohut, koklerindeki Rhizobium bakterileri sayesinde atmosferin serbest
azotunu topraga fikse ederek bitkinin azot ihtiyacim % 80 seviyesine kadar
karsilayabilmektedir (Saraf vd 1998, Gaur vd 2012, Sharma vd 2013). Nohut, kuru
tanesinde igerdigi % 16-28 oranindaki protein ile 6nemli bir baklagil bitkisidir.
Cocuklarin gelismesinde ¢ok Onemli olan histidin basta olmak {izere 16sin, izolosin,
lisin, sistin ve fenilalanin miktar1 anne siitiinden fazla, methiyonin, triptofan ve valin
seviyesi anne siitiine yakin bir degerdedir (Chibbar vd. 2010; Sparvoli vd. 2015).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii istatistiklerine gore (FAOSTAT) 2016
yilinda diinya genelinde 12.7 milyon ha alanda nohut ekilmekte ve ortalama 96 kg/da
verimle 12.1 milyon ton Uretilmektedir. Diinyada en fazla Gretim yapan Ulkeler ise
Hindistan, Avustralya, Pakistan, Myanmar ve Tirkiye seklinde siralanmaktadir
(FAOSTAT 2018).

Son degisiklikler ile beraber Tiirkiye florasinda Cicer cinsi 17 takson (14 tur) ile
temsil edilmektedir (Davis 1970; Davis vd. 1988; Muelhbauer vd. 1989; Robertson vd.
1995; Donmez 2011; Ozturk vd. 2013; Toker vd. 2014a). Yurdumuzda yayilis gosteren
nohutlar Cizelge 2.1’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Tiirkiye’de yayilis gdsteren nohut tiirleri

Cicer arietinum L.

Cicer bijugum K.H. Rech.

Cicer echinospermum P.H. Davis

Cicer judaicum Boiss.

Cicer pinnatifidum Jaub. & Sp.

Cicer reticulatum Ladiz.

Cicer anatolicum Alef.

Cicer floribundum Fenzl. var. floribundum

Cicer floribundum Fenzl. var. amanolica M.Ozturk & A.Duran

Cicer heterophyllum Contandr et.al. var. heterophyllum

Cicer heterophyllum Contandr et.al. var. kassianum M.Ozturk & A.Duran

Cicer insicum (Willd.) K. Maly subsp. insicum

Cicer insicum (Willd.) K. Maly subsp. serpentinica M.Ozturk & A.Duran

Cicer isauricum P.H. Davis

Cicer montbretii Jaub. & Sp.

Cicer oxydon Boiss. & Hoh.

Cicer uludereensis Donmez

2.2. Cicer anatolicum Alef.

Nohut cinsi 9’u tek yillik ve 40’1 ¢ok yillik olmak iizere 49 takson ile temsil
edilmektedir (van der Maesen vd 2007; Donmez 2011; Oztirk vd. 2011). Bu tirler
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Fabales takimi, baklagiller (Fabaceae) familyasi, Faboideae alt familyasi, Cicereae
Alefeld oymagi ve Cicer L. cinsi igerisinde smiflandirilmaktadir. Cicer anatolicum
Alef. ¢ok yillik bir tiir olup 2n=16 kromozom sayisina sahiptir.

Cizelge 2.2. Cicer anatolicum turtinin sistematikteki yeri (Babac vd. 2004 ; Bakis vd.
2011)

Alem: Plantae

Alt alem: | Tracheobionta

Bolum: Magnoliophyta

Sinif: Magnoliopsida

Alt smnif: | Rosidae

Takim: Fabales

Aile: Fabaceae ya da Leguminosae

Alt aile: | Faboideae (Papilionoideae)

Oymak: | Cicereae Alefeld

Cins: Cicer

Tdir: Cicer anatolicum Alef.

C. anatolicum Turkiye‘de yetisen Cicer tiirleri arasinda en genis yayilisi olandir.
Seyrek orman alanlari, 6zellikle Pinus nigra ormani ve Quercus agikliklari bu tiiriin
yaygin yetisme habitatlaridir. Ayrica egimli taslt steplerde oldukga genis yayilislar
vardir (Oztiirk ve Duran 2011).

Sekil 2.1. C. anatolicum’un dogal yetisme ortamindaki gortintiisii

C. anatolicum tiiriiniin yaprakgik ve kaliks karakterleri genis varyasyon gosterir.
Boissier‘in notlarinda Tirkiye‘nin subalpine ve alpin bélgelerinde, Kafkasya'nin gegis
yerlerinde ve Iran‘da yayilig gosterdigini bildirilmistir (Oztlirk 2011).
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Sekil 2.2. Cicer anatolicum tiiriiniin diinyadaki yayilist

Yabani bir nohut ttirii olan C. anatolicum Ttrkiye, Ermenistan, Kuzey Irak ve
Kuzeybati Iran bolgesine kadar yayilis gostermektedir (Sekil 2.2)

Ulkemizde illere gére yayilis alanlari Kastamonu, Bitlis, Ankara, Erzincan,
Erzurum, Giimiishane, Kayseri, Kltahya, Manisa, Van, Karaman seklindedir.

Sekil 2.3. C. anatolicum Alef. tiirliniin tilkemizde yayilis gosterdigi bolgeler (Babac vd.
Tubives 2004 ; Bakis vd. Tubives 2011)

2.3. Yamkhik Hastahgi [Ascochyta rabiei (Pass.) Labr.]

Nohutta Gretimi kisitlayan ve yabani tiirleri tehdit altina alan bakteriyel,
mantari, viral hastaliklar, nematodlar, bdcekler ve parazitik yabanci otlar gibi bir¢ok
biyotik stres faktori bulunmaktadir (Li vd. 2015).

Diinyada genis bir yayilis alanina sahip olan nohudun en 6nemli hastaligi,
Ascochyta rabiei mantarinin sebep oldugu nohut yaniklik hastaligi ya da bagka bir
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deyisle antraknozdur. Ilk olarak Pakistan’da rapor edilmis olmasma karsin diinyada
nohut {iretimi yapan 37 iilkede tespit edilmistir (Nene vd 1996, Singh vd 2007).

Hastalik ilk defa Fransa' da 1867 yilinda Passerini tarafindan Zythia rabiei
olarak tanmimlanmustir. Sistematik olarak once Phyllosticata rabiei (Pass.) ve sonra
Phoma rabiei adiyla anilmasi1 onerilmesine ragmen, 1931 yilinda Labrousse tarafindan
konidyal yapisindan dolay1 Ascochyta rabiei olarak adlandirilmistir (Toker vd. 2015).

Mantarin eseysiz sathasi piknidiospor olusturan ve piknit olarak adlandirilan
iireme organlar1 ile karakterize edilmektedir. Koyu kahverengi-siyahimsi piknitler
govde, yaprak, bakla ve danelerdeki hastalikli dokularda kiigiik noktaciklar seklinde
gorulmektedir. Piknitler dokuya gomull olup, erumpent ve globose’dur. Piknidiosporlar
renksiz, diiz veya hafif kivrik, bolmesiz, bazilar1 bir bolmelidir (Nene 1982).

A. rabiei’ nin eseyli formu ilk olarak 1936 yilinda Bulgaristan’da nohut artiklar
uzerinde Kovachevski tarafindan gézlenmis ve Didymella rabiei (syn. Mycosphaerella
rabiei Kovachevski) olarak adlandirilmistir (Trapero-Casas ve Kaiser 1987). Daha sonra
Rusya (Gorlenko ve Bushkova 1958), Yunanistan (Zachos vd. 1963), Macaristan
(Kovics vd. 1986), Ispanya (Jimenez-Diaz vd. 1987), Suriye (Haware 1987), A.B.D.
(Kaiser ve Hannan 1987), Tiirkiye (Kaiser ve Kiismenoglu 1997), Kanada (Armstrong
vd. 2001) ve Tunus (Rhaiem vd. 2007)’ta nohut artiklari {izerinde hastaligin eseyli
donemi tespit edilmistir.

Nohut antraknozu, bitkinin toprak iistiindeki yesil aksamlarinin tamaminda etkili
olabilen bir hastaliktir. Fungus, bitki artigi ya da tohumla tasinabilir. Dolayisiyla
hastalik etmeninin kaynag1 6nceki yildan kalan hastalikli bitki artiklar1 olabilecegi gibi
tohumun kendisi de olabilir. ilk enfeksiyonlar, ¢iceklenme-bakla olusturma déneminde,
ozellikle yagisli havalarin hemen arkasindan bitkinin alt kisimlarinda baglar. Yagish ve
riizgarli havalar hastaligin tarla igerisinde yayilmasina neden olurlar. Bu yayilmalar, ilk
enfeksiyonlar tarafindan meydana getirilen sporlarin dagilmasiyla olur.

Fungus konukgu bitkinin tzerinde bakla, govde ve yapraklarinda lekelere neden
olmakta, gbvdeleri saran farkli biiyiikliiklerde, koyu kahverengi, 3-4 cm uzunlugunda,
uzunlamasina lekeler meydana getirmektedir. Govdeler bu lekeli yerlerden kirilmakta
ve kisa zamanda kurumaktadir. Olgunlasan lekelerin iizerinde toplu igne basi
biiytikliigiinde, mantarin siyah piknitleri gorinmektedir (Sekil 2.4). Yapraklarda
dairesel olan lekelerin cevresi sar1 renk almaktadir. Baklalar Uzerinde de i¢ ice dairesel
seklinde lekeler meydana gelmektedir (Nene 1982; Ozer 2009). Bu hastaliga dayanikli
nohut genotipleri bulunmasina ragmen, hastalik etmeni patojenin bir¢ok irki bulunmasi
dezavantaj olusturmaktadir (Jan ve Wiese 1991).
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Sekil 2.5. Nohut yaniklik hastaliginin gévdedeki ve yapraklardaki gorintisi

Antraknozun yaptigr zararin Akdeniz iilkelerinde % 100’e kadar ulastigi
bilinmektedir (Hawtin ve Singh 1984). 1981-1982 yillarinda Hindistan ve Pakistan’da
zararin ekonomik boyutunun 7.43 milyon dolar oldugu rapor edilmistir (Verma vd.
1981, Singh vd. 1982). 1987 yilinda Kuzeybati Pasifik’te zararin 1 milyon dolar1 gegtigi
bildirilmistir (Kaiser ve Muelbauer 1988).

2.4. 1TS Uzerine Yapilan Cahsmalar ve Genel Bilgiler

Funguslarin  birgogu karakterize edilememis olmasina ragmen filamentli
funguslarin taksonomisi yapilmaktadir. Ekolojik tiirlerin ¢ogu zaman o6zel bir nis
uyumuna gore veya konukcu hastalik semptomlarina gére konukcu ile baglantili olarak
tanimlanmaktadir. Buradan kaynaklanan problemli sirecin 6niine gegebilmek igin
rDNA (ribozomal DNA) genlerinin karsilastirmali dizi analizlerinin yapilmasinin
gerekliligi ortadadir (Borneman ve Hartin 2000). White vd. (1990) funguslarin
taksonomik ve filogenetik akrabaliklarini belirlemek i¢in rDNA’nin sekans analizi ve
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amplifikasyonu ile mikoloji alaninda ilk PCR uygulamasini yapmiglardir. ITS (internal
transcribed spacer) bolgelerinin hizli evrimlesmesi sebebiyle bir cinsin, tiiriin ve hatta
populasyonlarin incelenmesinde kullanilabilecegi bildirilmislerdir.

rDNA bélgeleri 3 birime ayrilmaktadir. Bunlar kii¢iik alt birim 18S rDNA, 5.8S
rDNA ve biyuk alt birim 28S rDNA olarak siralanmaktadir (Sekil 2.6.). 28S rDNA
bolgesi, en uzun bolge olma o6zelligine ve baz icerigi bakimindan daha yiiksek
varyasyon gosterme kabiliyetine sahiptir. 18S rDNA yiiksek derecede korunmus DNA
bolgelerinden biridir. Alem, sube ve simif seviyesindeki kategorilerde filogenetik
caligmalarin yeniden ingasi amaciyla yogun olarak kullanildigi bilinmektedir. 5.8S
rDNA ise tekrar birimleri iginde en kiiglik uzunluga sahip olan bolgedir. Bu bolgeye ait
baz uzunlugu arzu edilen biiytlikliige sahip olmadigi (163-164 baz ¢ifti) icin filogenetik
calismalarda tek basina kullanilmamaktadir. Bu nedenle ITS bolgeleriyle birlikte
degerlendirilmesi yoluna gidilmektedir. (Baldwin 1992).

5 —] 185 -T[ 5.85 }T 285 =

ITS-1 ITS-2
Internal transcribed spacers

Sekil 2.6. Tekrarlanabilen rRNA birimleri ve ITS bolgeleri (Underhill ve lliev 2014)

Bu ITS bolgeleri, tDNA gen bolgelerine baglanabilen evrensel primerler
kullanilarak PCR ¢alismalariyla kolayca elde edilebilmektedir. Bu amagla kullanilan
evrensel ITS primerlerinin (ITS2, I1TS3, ITS4 ve ITS5) (White vd 1990) rDNA
tizerindeki baglanma bolgeleri Sekil 2.7’de sematize edilmistir.

IGS |- i8S ¥DNA""| ITS1 | 58S vDNA"{ITS2 |/ 288 rDNA" | IGS

ITS 2 ITS 4
— —

Sekil 2.7. ITS bolgelerinin rDNA {izerindeki baglanma bolgeleri (Uzuner 2006)

DNA sekanslarinin bir¢ok organizmanin tiir teshisinin yapilmasinda
oncelikli bilgi kaynagi olarak kullanilmasindaki yayginlig1 giin gectik¢e artmaktadir ve
bu sekanslar tiirlere ait genetik barkodlar olarak tanimlanmaktadir (Savolainen vd
2005). Bu sekilde yapilan tiir teshisinin morfolojik teshise gore birgok {istiin yoOni
bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla a) incelenen 6zelliklerde goriilen fenotipik esneklik ve
genetik varyabiliteden kaynakli sorunlarin yanlis tanimlamalara yol agmasi, b)
morfolojik olarak teshis edilmesi zor olan taksonlarin bulunmasi, ¢) morfolojik
teshislerde kullanilan anahtarlarin incelenen 6zellik bakimindan 6zel bir doneme ya da
cinsiyete bagli olmasi1 ve d) kullanilan anahtarlarin yorumlanmasinda yiiksek derecede
tecriibeye ihtiya¢ duyulmasidir (Schoch vd 2012).
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Sekanslanan DNA bolgeleri, Uluslararas1 Niikleotid Sekans Veritabanlari
(INSDC) olan GenBank, EMBL ve DDBJdeki kayitli sekanslarla benzerlikleri
bakimindan karsilastirilmaktadir (Nilsson vd 2005; Nilsson vd 2006).

Okaryotlar arasindaki en biiyiik ikinci alem olan mantarlarin tahmini olarak
sayist 1.5 milyondur (Hawksworth 2001). GenBank’ta mantarlara ait mevcut ITS
bolgesi sekansi yaklasik olarak 172.000°dir ve bu rakam da yaklasik olarak fungus
nifusunun %21’ini temsil etmektedir (Schoch vd 2012). NCBI (Amerikan Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) tarafindan gelistirilen BLAST yazilimi ile hedef gen
bolgesine ait kismi veya tiim sekans dizisi diinyanin degisik merkezlerinde ¢esitli
arastiricilar tarafindan GenBank veri tabanina girilen sekanslar ile karsilastirilmaktadir
(Nilsson vd 2006; Kalaycioglu 2013). Bu proje onerisi ile hastalikli bitkilerin yaprak,
yaprake¢ik, gdvde, dal ve baklalarinda bulunan hastaliklar izole edilerek DNA’lari
¢ikarilmis ve dizileme (sekans) sonuglarina gore hastaligin tiirii teshis edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

Yabani bir nohut tiri olan Cicer anatolicum Alef. Ulkemizinde icinde
bulundugu bolgelerde bazi canli ve cansiz streslerin etkisi altindadir. Bu streslerden en
onemlileri yaniklik hastaligi [Ascochyta rabiei (Pass.) Labr.] olup nohudun basta kiiltiir
formunda olmak iizere diger yabani tiirlerini de etkileyen bir hastaliktir. Bu ¢alisma
kapsaminda, Cicer anatolicum yayilis1 goriilen yerlerden yaniklik hastaligi olabilecegi
diisiniilen hastalikli bitki pargalar1 toplanmis ve morfolojik gozlemler sonucunda
hastalik teshis edilmistir. Bu ¢alismanin amaci hastalikli bitki parcalarini kullanarak
hastaligin molekiiler tekniklerle teshis edilmesidir.

3.1. Materyal

Bu calismanin materyali yabani bir nohut tiirii olan Cicer anatolicum Alef. turi
tizerindeki yaniklik hastaligidir [Ascochyta rabiei (Pass.) Labr.]. Hastalig1 tasiyan bitki
asagidaki gibi betimlenmistir (Davis 1970; van der Maesen 1972; Oztiirk 2011).

An Betim: Cok yillik otsu yapidadir. Goévde, dik veya yart diktir, ana eksen diz,
ciceklenme Dbolgesinde hafif zig-zagh, Kokler dikey dallanir, kalinlasmis, 2-8 mm
capindadir. 20-40 (-75) cm, genellikle ciceklenme bolgesinden 2-3 dalli, silindirik,
belirgin ¢izgili, yogun kisa sapli salg1 ve bazen seyrek birka¢ uzun ¢ok hiicreli, nadiren
uzun basit tayliddr. Yapraklar 4-10 x 2-3 cm, imparipinnat, (3-) 5-8 ¢ift yaprake¢ikli; alt
govde yapraklarinin sap1 4-9 (-17) mm, govdenin ist kismina dogru azalir, gévdeye
yakin, yaprak ekseni uzunlugu (rakis) 3.5-12 cm, rakisin alt kisminda derin oyuklu,
yogun salgt tiiylii, govdenin alt kismindaki yaprak uglari siiliiksii yaprakeikla, {ist kisim
yaprak uglar1 genellikle basit veya catalli stlikler (tendrils); yaprak¢iklar 6-19 (-30) x
4-7 mm, £ karsilikli, birbirine uzak, kamamsi-ters yumurtamsi, eliptik veya subrotundat,
* sapsiz veya kisa sapli, c. 0.3-1 mm, yogun ipeksi salgi tiiylii, 6zellikle ana damar ve
damarlar, ¢igeklenme bolgesinde basit veya dallanmis tendrilsi, yaprak orta damarinin
ucundaki dis digerlerinden uzun, ¢ogunlukla geriye dogru kivrik, bazen silukst, bazen
tendrillsi, yaprak¢ik ucu aniden daralmis veya yuvarlagimsi, tabani yuvarlagimsi-
kamams1 veya kamamsi, yaprakcik kenarlar1 taban kisimlar hari¢ dentat disliden dik
derin testere disliye dogru, her yaprak¢ik 6-15 dis, disler aniden daralmis, iggenimsi,
yan damarlar kisa ignecikle sonlanir. Stipul yumurtamsidan yumurtamsi-mizraksiya
dogru, testere disliden dentata dogru diizensiz 4-6 disli, orta yapraklarda 4-5 X 2-7 mm,
digler liggenimsiden aniden daralmisa dogru, gbévdeye tabandan kaynasik, belirgin
damarli, yogun uzun sapli salgi tiiylii. Cicekler yaprak koltuklarinda 1-2, yogun
kahverengimsi ¢ok hiicreli salgi tiiylii. Pedunkul 2-4.5 cm, pedisel 5-10 (-12) mm.
Pedunkul ve pedisel yogun uzun ve kisa sapli kahverengimsi ¢ok hiicreli salgi tiiylii.
Kilgik (arista) 3-15 (-22) mm kasiks1 veya seritsi, geriye kivrik, yogun ¢ok hiicreli salgi
tlyld. Brakteler 1-2 kiigiik tiggenimsi zarimsi veya 1-3 diizensiz disli 0.5-1.5 x 0.5-1
mm, 4-8 disli, taban1 govdeyi sarar, kisa sapli kahverengimsi salgi tiiylii. Kaliks tabani
kuvvetli kamburumsu, yogun ¢ok hiicreli salgi tiiyli, tiip 3-4 mm, dis 5-9 mm, diizensiz,
disler mizraksi-liggenimsi, sivri. Korolla iki renkli i¢ kismi koyu mavi, menekse mor
veya lavanta mavisi, dig kismu fistik yesilimsi, belirgin morumsu damarli, (13-) 16-23
mm, dis kism1 yogun yumusak salgi tiiylii; standart ters yumurtamsi, 16-23 x 11-17 mm,
aya kismi clawa dogru birdenbire daralir, ayada ani daralmadan dolay1 katlanmis, claw
3-8 X 3-7 mm, ayanin ucu ¢ukurluklu, cukurluk ortasinda kii¢iik mukrolu, yuvarlagimst;
kanatlar 12-18 x 4-6 (-8 ) mm, dikddrtgenimsi-ters yumurtamsi, standartin ayasi hafifge
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daralir ve yarim ay seklinde kivrilarak claw‘in baslangicina yapisip cep benzeri yapi
olusturur, belirgin kulak¢ikli, claw 4-5 mm, seritsi, ince daralmis, claw kulak¢igin 4/3-5/2
kat1; kayike¢ik 12-14 X 4-6 mm, aya aniden daralmis, baklavamsi, 1/2‘lik kism1 kaynagmuis.
Stamenler 9+1; filamentler 10-14 mm, kaynasmis kisim 5-6 mm, bagimsiz kisim 5-8 mm,
yukar1 doniik; anterler sirttan bagli. Ovaryum yumurtamsidan hafif silindirige dogru, 5-8 X
2-3 mm, stilusun son 1/2‘lik kismina kadar yogun uzun ¢ok hiicreli salg tiiylii; stilus 8 mm,
seritsi, stigma basgikli. Meyve dikdortgenimsi-eliptik, (20-) 23-30 x 9-12 mm, yogun ¢ok
hiicreli salgi tiiyld, 6-7 ovillid. Tohumlar 3, armudumsu veya tggenimsi, 4.2-7 x 4-8 mm,
bakulat-retikulat veya granilat rengi koyu kahverengi siyahimsidir (Davis 1970; vander
Maesen 1972; Oztiirk 2011).
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Sekil 3.1. C. anatolicum’un genel gérianim
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Ciceklenme zamani: Mayis-Agustos

Kromozom sayisi: 2n=16

Yetisme ortami: Pinus nigra ve Juniperus sp., kumul, kayalik, kalkerli veya serpantin
volkanik kayaclar, step.

Hayat formu: Hemikriptofit

Yetisme yiikseltisi: 500-3300 m.

Tehlike kategorisi: En az endise verici (LC)

Endemizm durumu ve yayilisi: Endemik degildir. Tiirkiye, Iran‘in batis1 ve kuzeybatisi ve

batisi, Irak‘in kuzeyi, Ermenistan, Azerbaycan

Fitocografik bélgesi: fran-Turan EI.

Sekil 3.3. Cicer anatolicum’a ait bir goruntu
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3.2. Metot

C. anatolicum Erzurum, Palanddken mevkiden yaniklik hastaligi olabilecegi
diisiiniilen hastalikli bitki pargalar1 toplanmis ve morfolojik gozlemler sonucunda
hastalik teshis edilmistir. Bu amacla fungusu igeren hastalikli bitki pargalari izole
edilerek PDA ortaminda ¢ogaltilmistir. Daha sonrasinda fungal DNA izole edilmistir.
Molekiiler tan1 amaciyla ITS (internal transcribed spacer) bolgeleri ITS4 ve ITSS
primerleri ile PCR’da ¢ogaltilmis ve PCR Uriinleri sekans edilmistir. Elde edilen sekans
GenBank da taranarak fungusun tiirii belirlenmistir.

3.2.1. Hastalikh 6rneklerin cogaltilmasi
PDA ortaminin hazirlanist

20 gr PDA (patates dekstroz agar) ile 500 ml distile su karistirilip 1 saat
120°C’de otoklav yapilmis ve bir siire sogumaya birakilmistir. Daha sonra 1 mg
amphisilin, 10 ml su ile karigtirillarak ¢ozelti hazirlanmis ve sogumaya birakilan
PDA’ya 2 ml aktarilmistir. Hazirlanan ortam petrilere dokiiliip 1 giin siire ile
bekletilmigtir.

Fungusun izolasyonu asamasinda Oncelikle hastalikli bitki materyallerinin
antraknoz belirtisi gosteren yapraklar1 {izerindeki nekrotik lezyonlardan stereo
mikroskop (Nikon SMZ 460) altinda igne ucuyla sporlar alinarak Ascochyta rabiei
fungusu igerip igermedigine bakilmistir. Lezyonlarin iizerinde A. rabiei fungusu iceren
kisimlar bistiiri yardimiyla alinip steril su damlatilan lamin iizerine koyulmustur.
Sonrasinda lamin tizerine lamel kapatilip sporlarin pargcalanmasi i¢in yavasca ezilmistir.

Hazirlanan preperat Nikon E-100 marka binokiiler mikroskop altinda
incelenmeye almmustir. Binokiiler mikroskopta gortlen sporlar, steril su ile
karistirilarak ependorf tiiplere konulmustur.

Sporlarin ekim islemi daha dnceden hazirlanan PDA (patates dekstroz agar)
ortamina yapilmistir. Ependorf tiipteki sporlar 1:9 oraninda saf su ile seyreltilmistir (100
ul spor, 900 pl saf su). Daha sonra her bir besi ortamia 100 pl spor ekimi yapilmis ve
alevle sterilize edilmis drigalski spatiilii ile homojen sekilde yayilmistir. 25 °C sicakligin
saglandigi iklim dolabina yerlestirilen petrilerde fungusun gelisimi i¢in 1 hafta stre ile
birakilmigtir. Sitire sonunda besi ortamlar1 icinde fungal kolonilerin gelistigi
gozlenmistir. Bu koloniler iginde Ascochyta rabiei fungusuna ait oldugu
belirlenenlerden kii¢iik birer parca alinarak saf kiiltiir elde etmek amaciyla tekrar PDA
ortamina alimmstir. Kiiclik pargalar aktarilmadan 6nce fungusun ortamdan kolay elde
edilebilmesi icin 1 saat 120 °C ‘de otoklavlanarak steril hale getirilen selefon kagitlari
PDA ortaminin {izerine koyulmustur. Selefon kagitlarin {izerine saf kiiltiir aktarilmis ve
petriler parafilm ile kaplanmigtir. PDA ortamlar1 25 °C’ye ayarli inkiibatérde 6-8 giin
stire ile inkiibasyona birakilmistir.
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3.2.2. DNA izolasyonu

PDA (patates dekstroz agar) ortaminda ¢ogaltilan fungal materyalin CTAB
(cetyl trimethyl ammonium bromide) metoduna DNA izolasyonu yapilmistir (Doyle ve
Doyle 1990).

CTAB metoduna gore; besi ortamindan alinan kii¢lik parca fungal materyal 1,5
ml’lik ependorf tiiplerin igerisine koyulup, iizerine 500 ul CTAB tampon ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Daha sonra fungal materyal tiip icerisinde rahatca hareket ettirilebilen plastik
ezme ¢ubuklar1 (pistil) ile iyice ezilmistir. Ezme isleminin ardindan DNA’larin siviya
gec¢mesini saglamak i¢in 65 °C’de 3 saat 250 rpm hizinda inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyondan sonra 6rnekler 14000 rpm hizinda 20 saniye santrifiij edilmistir.
Daha sonra 6rneklerden proteinin uzaklastirilmasi igin 500 pl kloroform-izoamil alkol
(24:1) ¢Ozeltisi konularak 10 saniye kadar hafifge ters diiz edilerek ¢alkalanmig ve 15
dakika 14000 rpm hizinda santrifiij edilmistir. Santrifiij edilen O6rnekler, tliptin alt
kisminda kloroform, orta tabakada protein ve iist fazda ise DNA olacak sekilde ii¢ faza
ayrilmistir.

Tiipiin igerisinde bulunan yaklagik 350 pl’lik siipernatant kisim 1,5 ml’lik temiz
tiplere alinmistir. Bu iglem siipernatant kismin daha temiz ¢ikmasi i¢in bir daha
tekrarlanmig, bu sefer 350 pl kloroform-izoamil alkol eklenerek 15 dakika 14000 rpm
hizinda santrifiij edilmistir. Bu islem sonucunda 250 ul’lik siipernatant kisim 1,5 ml’lik
temiz tiiplere alinmistir.

Faz igerisindeki DNA’nin ¢okmesi i¢in, 250 ul hacimde -20°C’de bulunan soguk
izoproponal konulup 10 saniye kadar galkalanmistir ve sonrasinda -20 °C dondurucuda
1 giin bekletilmistir. Sonrasinda -20 °C’den alinan 6rneklerin DNA’larinin ¢okelmesi
amactyla 14000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Bu islemin sonunda tiiplerin
dibinde pelet olustugu gozlenmistir. Pelet yerinden oynatilmadan tiipiin igerisindeki sivi
bosaltilmis ve pelet {izerine -20 °C’de bulunan % 70’lik etanolden 700 pl konularak
14000 rpm’de 10 dakika boyunca tekrar santrifiij edilmistir. Santrifiij edilen tiiplerin
dibindeki pelete zarar vermeden sivilar bosaltilmis ters ¢evrilerek 30-40 dakika boyunca
agz1 acgik vaziyette tiip igerisinde kalan etanoliin uzaklagsmasi saglanmistir.
Kurudugundan emin oldugumuz tiiplerin igerisine 50 pl saf su konmustur. DNA’larin
stviya gecmesi icin drnekler +4 °C’de bir gece bekletilmis ve sonrasinda bozulmamalari
icin -20 °C’de saklanmugtir.

DNA izolasyonu yapilan 6rneklerin DNA kalitelerine bakmak amaci ile %1°lik
agaroz jel hazirlanarak ornekler jele yiiklenmistir. Elektroforez cihazinda 65 voltta 15
dakika kosan 6rnekler UV transilluminator cihazi ile goriintiilenmistir.

3.2.3. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Bu calismada daha once benzer ¢aligmalarda kullanilan (White vd 1990) 20-22
baz araliinda 2 adet ITS primerleri kullanilmigtir. Kullanilan primerlerin isimleri, baz
dizilisleri ve baglanma sicaklar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan primerler, baz dizilisleri ve baglanma sicakliklari

No Primerin ad1i Baz Baz dizilimi (5°—3’) Tm
uzunlugu (°C)

1 ITS4 20 TCCTCCGCTTATTGATATGC 58

2 ITS5 22 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 63

Onceki calismalarda uygulanan PCR protokolleri (White vd. 1990; Bayraktar vd.
2007) bu caligmada denenerek en iyi sonucu veren miktar ve oranlar ile program
calistirilarak optimize edilmistir.

ITS5 ve ITS4 primerleri kullanilarak reaksiyon hacmi toplam 15 ul olacak
sekilde hazirlanmig, MyGenie-96 Gradient Thermal Cycler marka cihaz ile asagidaki
bilesen ve kosullarda PCR reaksiyonu gergeklestirilmistir. PCR reaksiyonu i¢in gerekli
kimyasallar ve miktarlar1 asagida verilmistir.

1 6rneklik reaksiyon karigimi;
8,12 ul steril distile su,

1,5 ul 10 X Buffer,

1,5 ul MgClIy,

1,5 ul dNTPs,

0,4’er ul F ve R primer,

0,08 ul Taq Polimeraz,

1,5 ul fungal DNA

PCR programi, ayrilma (denatiirasyon), baglanma (annealing) ve uzama veya
sentez (extention) asamalarindan olusmaktadir. Bu ¢alismada uygulanan dongii sicaklik
ve siireleri asagida verilmistir.

94 °C 5 dakika

94 °C 30 saniye

55 °C 30 saniye } 30 dongu
72 °C 1 dakika

72 °C 10 dakika
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Yukaridaki belirtilen sekilde asamalar tamamlanmis ve son olarak 72 °C’de 10
dakika bekletilerek PCR programi sona erdirilmigtir. PCR islemi bittikten sonra % 2’lik
agaroz jel hazirlanarak 8 pl PCR {iriinii jele yiiklenmis ve 75 voltta 15 dakika kosturulup
tirtinlin ¢alisip calisgmadigi kontrol edilmistir. Kalan PCR iiriin dizi analizi i¢in -20 °C’de
muhafaza edilmistir.

3.2.4. Sekans analizi

Kalan PCR firiinleri sekans analizleri i¢in kullanilmistir. 25 pl PCR {iriinii, 5’er
pl forward (ITSS) ve reverse primer (ITS4) hazirlanarak sekans analizinin yapilmasi
icin  Macrogen firmasmna gonderilmistir. Sekans analizleri iki yonli olarak
gerceklestirilmistir. NUkleotid dizisi, veri kitlphanesine (GenBank) kaydedilerek
yapilan BLAST analizi ile A.rabiei fungusuyla benzerliklerine bakilmig, fungusun tir
teshisi yapilmstir.
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4. BULGULAR

4.1. Cicer anatolicum Alef. Tirtinde Yamkhk Hastahg

Sekil 4.1. Nohutta antraknoz zarariin yapraklardaki goriintiisti

Goriilen ilk canli stres etmeninin yaptig1 zarar kiiltiirii yapilan nohutta (C.
arietinum L.) da blylk zarara yol acan Ascochyta rabiei mantarinin neden oldugu
yaniklik (antraknoz) hastaligina benzetilmistir. Arazi sirasinda bitkinin yaprakeiklari
tizerindeki belirtiler (Sekil 4.2.b) incelendikten sonra antraknoz oldugu kanisina
varilmigtir. Antraknoz hastaligina neden olan etmenin belirlenmesi amaci ile hastalikli
bitki 6rnekleri alinmis ve molekiiler tiir teshisi i¢in laboratuvar ortamina getirilmistir.

Yaprak o©rneklerinden elde edilen funguslar PDA (patates dekstroz agar)
ortaminda ¢ogaltilmis ve molekiiler karakterizasyon i¢in ependorf tiiplere koyulmustur.
Yapilan DNA izolasyonu sonucunda elde edilen fungal DNA ile ITS5 ve ITS4
primerleriyle PCR reaksiyonu gergeklestirilmistir. PCR iirliniiniin sekanslama islemi
gerceklestirilmistir. Fungus DNA’sina ait rDNA ITS bolgesinin (ITS-1, 5.8S rDNA,
ITS-2) 556 bp uzunlugundaki sekansi yapilmistir.

Elde edilen sekans sonucu BLAST analizi yapilmis diger tiirlerle yiiksek derecede
benzerlikler bulundurdugu goriilmiistiir (Sekil 4.3 ve Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.1. Fungal DNA’nin ITS bélgesinin BLAST analizi

Benzer olan sekans bolgesi

Benzerlik (%)

Didymella rabiei strain CAr03 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene
and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Ascochyta rabiei strain CBS 237.37 small subunit ribosomal RNA
gene, internal transcribed spacer 1; 5.8S ribosomal RNA gene and

internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence

Didymella rabiei strain CAr04 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene
and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Didymella rabiei strain Car02 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene
and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Didymella rabiei strain Car01 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene
and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Ascochyta phacae strain CBS 184.55 small subunit ribosomal gene,

internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene and internal

transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence

Colletotrichum truncatum isolate DAR67500 18S ribosomal RNA
gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal
RNA gene and internal transcribed 2, complete sequence and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Phoma macrostoma 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;

internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene and internal

transcribed spacer 2, complete sequence and 26S ribosomal RNA
gene, partial sequence

100

99

99

99

99

BLAST analizi sonucunda Cicer anatolicum tiriinde yaniklik hastaligina sebep
olan fungusun ITS bélgesinin (ITS1-5.8S-1TS2) sekansinin Ascochyta rabiei (Pass.)
Labr. (telemorf: Didymella rabiei Kovachevski) fungusuyla birebir ortiistiigii tespit

edilmistir.

20



TARTISMA U.GULER

5. TARTISMA

Diinyadaki en zengin floraya sahip tilkeler arasinda lkemiz yani Turkiye’de yer
almaktadir. Sahip oldugu farkli iklim tipleri, topografik, ve jeomorfolojik zenginlikleri,
tic farkli fitocografik bolgenin kesistigi yerde bulunmasi gibi ozellikleri dolayisiyla
floranin bu kadar zengin olmasini saglamistir.

Nohutun kdltar formu, kuru tanesinde % 16-28 oraninda protein icermektedir.
Insanlar i¢in ¢ok 6nemli bir protein kaynagidir. Ozellikle gocuklarm gelismesinde ¢ok
Oonemli olan histidin basta olmak iizere 16sin, izoldsin, lisin, sistin ve fenilalanin miktar1
anne siitlinden fazla, methiyonin, triptofan ve valin seviyesi anne siitiine yakin bir
degerdedir (Chibbar vd. 2010; Sparvoli vd. 2015). Nohutun ¢ok yillik yabani bir tiiri
olan Cicer anatolicum Alef. de iilkemizde de yayilis gostermektedir. Bu tiir bulundugu
bolgelerde bazi canli ve cansiz stres faktorlerinin etkisi altinda yok olma tehlikesi ile
kars1 karsiyadir.

Nohut bitkisinin en 6nemli hastaligi A. rabiei (Pass.) Labr. fungusunun yol agtigi
nohut yaniklik (antraknoz) hastaligi olarak bilinmektedir. A. rabiei’ nin eseyli formu ilk
olarak Kovachevski tarafindan gézlenmis ve Didymella rabiei (syn. Mycosphaerella
rabiei Kovachevski) olarak adlandirilmistir (Trapero-Casas ve Kaiser, 1987). Hastalik
etmeni olan mantar bitkinin gévde, bakla ve yapraklarinda kurumalara ve lekelere yol
acmaktadir. Hastalik siddetinin fazla oldugu durumlarda gévde bu lekeli yerlerden
kirilmakta ve kurumaktadir. Olgunlagsan lekelerin iizerinde toplu igne basi
biiyiikliigiinde, fungusun siyah piknitleri goriinmektedir. Yapraklarda dairesel olan
lekelerin ¢evresi sar1 renk almaktadir. Baklalar iizerinde de i¢ i¢e dairesel seklinde
lekeler meydana gelmektedir (Nene, 1982; Ozer, 2009). Su ana kadar biitiin tek yillik
yabani nohut tdrleri Uzerinde nohut yaniklik hastaligina dayanikli genotiplerin
bulunmasi i¢in ¢aligmalar yiriitiilmiistiir. Ancak C. canariense Santos Guerra & Lewis
hari¢ hicbir ¢ok yillik tiir {izerinde canli stres faktorleri bakimindan c¢alisma
gergeklestirilmemistir.

Calisma kapsaminda A. rabiei mantarmin sebep oldugu nohut yaniklik
hastaligina benzer semptomlar C. anatolicum tiiriinde de gorilmistir. Govde ve
yaprakeiklarda ici sar1 etrafi koyu kahverengi lekeler ve iizerlerinde kiiglik siyah
piknitler gézlenmistir. Semptomatolojik olarak teshis edilen fungusun molekiiler olarak
teshisi de ITS bolgesinin sekanslanmasi ile yapilmigtir. ITS bolgeleri mantar
taksonomisinde kabul géren resmi bir molekiiler barkod haline gelmistir (Schoch vd.
2012). Yapilan dizi analizi ¢aligmalar1 ile morfolojik teshisi zor olan bir¢ok tiir teshis
edilebilmistir. Su ana kadar veritabanlarinda kayitli yaklasik 172.000 fungusun ITS
bolgesi sekanslart mevcuttur. BLAST yazilimi ile hedef gen bolgesine ait kismi veya
tim sekans dizisi diinyanin degisik merkezlerinde cesitli arastiricilar tarafindan
GenBank veri tabanina girilen sekanslar ile karsilastirilmaktadir (Nilsson vd. 2006;
Kalaycioglu, 2013; Benson vd. 2013). Yapilan BLAST analizi sonucunda C.
anatolicum tiiriinde hastaliga yol agtig1 gézlenen mantarin ITS bolgesinin sekansinin
Ascochyta rabiei (Pass.) Labr. (telemorf: Didymella rabiei Kovachevski) ile %100
ortlistiigli belirlenmistir. Geyikbayir1 lokasyonunda tiirlin yayilis gosterdigi alanlar ile
tarim yapilan alanlar (seralar ve meyve bahgeleri) arasinda yaklasik 300 m mesafe
bulunmas1 ve bu alanlarda nohut bitkisinin yetistirilmemesi nedeniyle hastalik
etmeninin Ascochyta rabiei’nin eseyli formu olan Didymella rabiei oldugu kanisina
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varilmistir. Mantar DNA’sina ait ITS bolgesinin sekanst da BLAST analizi sonucunda
bu bulguyu destekleyerek % 100 benzerlik vermistir. Bayraktar vd. (2007) A.rabiei
mantarlarinin tDNA ITS1-5.8S-ITS2 bolgelerinin PCR uygulamast sonucunda 553 bp
uzunlugunda tek bant irettigini bildirmistir. Bu sonu¢ calismada bulunan 556 bp
uzunlugu ile yiiksek derecede benzerlik gostermektedir.
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6. SONUCLAR

Yabani bir nohut turi olan Cicer anatolicum Alef. Ulkemizin de icinde
bulundugu bolgelerde bazi canli ve cansiz streslerin etkisi altinda yok olma tehlikesiyle
kars1 karstya kalmaktadir. Bu streslerden en onemlileri yaniklik hastaligi olup nohudun
basta kiiltiir formunda olmak tizere diger yabani tiirlerini de etkileyen bir etmendir.

Bu ¢alisma kapsaminda, C. anatolicum’un yayilis1 goriilen yerlerden morfolojik
gozlemler sonucunda yaniklik hastaligi olan hastalikli bitki parcalar1 toplanmis ve
hastalikli bitki pargalar1 teshis edilmek i¢in molekiiler tekniklerle incelenmistir.
Morfolojik tiir teshisi yapildiktan sonra mantarin ribozomal DNA ITS bolgesi
sekanslanmis ve GenBank veritabanindaki niikleotid dizileri ile karsilastirilmistir.
BLAST analizi uygulanmis ve hastaliga sebep olan mantarin A. rabiei oldugu tespit
edilmistir.

Gunlimize kadar C. anatolicum tiiriinde yaniklik hastaligi ile ilgili bir tanimlama
yapilmamistir. Dolayisiyla fungusun bu tiirde teshisi yabani kaynaklarin 1slah materyali
olarak kullanimi i¢cin 6nem arz etmektedir. Ayrica hastaligin fizyolojik irklarinin farkl
bolgelerde farkli etkilerde bulundugu gozlemlenmistir. Bu sebeple, farkli cografik
alanlarda irklar hakkinda giincel bilgi ihtiyac1 ve dayaniklilik ¢aligmalarinin bolgeye
spesifik irklarla yapilmasi gerekliligi ortadadir.
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