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OZET

Pisum sativum subsp. elatius (M. BIEB.) ASCH. & GRAEBN. iCIN YANIKLIK
HASTALIGININ (Ascochyta pisi LIB.) MOLEKULER TEKNIKLERLE TANISI

Adem CETIN
Yiiksek Lisans, Tarla Bitkileri Anabilim Dal
Damsman: Prof. Dr. Cengiz TOKER
Haziran 2018; 32 sayfa

Yaniklik hastaligi ya da kara leke tarimi yapilan bezelyenin en c¢ok verim
kayiplarina neden olan hastaliklarindan birisidir ve Ascochyta pinodes, A. pisi, Phoma
pinodella, P. koolunga, P. herbarum, P. glomerata ve Boerema exigua var. exigua’yi
iceren karmagik patojenik mantarlar tarafindan meydana getirilmektedir. Bezelye
cinsinde (Pisum L.), tek yillik yabani bir tiir olan P. elatius (M. Bieb.) Asch. & Graebn.
Orta ve Kuzeybat1 Asya ile Tiirkiye’nin de dahil oldugu Akdeniz’e kiyist olan Avrupa
ilkelerinde dogal olarak yayilis gostermektedir. Bu tiir Tiirkiye, Toros Daglarinda bazi
yerlerde yaniklik hastalifindan muzdariptir. Ascochyta yanikligi lezyonlar1 olan
yapraklar Goyniik Kanyonu (Rakim:1000 m) Kemer, Antalya folarisindan toplanmig
fakat tiir ad1 belirlenememistir. Bu nedenle bu ¢alisma molekiiler tekniklerle P. elatius’un
yaniklik hastaliginin teshisini amacglamaktadir. Yapraklar {izerindeki semptomlarin
ascochyta yanikligina benzer dairesel ve oval seklillerde oldugu goriilmiistiir. Hastalik
ornekleri PDA (patates dekstroz agari) ortaminda 2-7 giin arasinda bekletilmis ve
sonrasinda gelisen ascochyta yanikligina morfolojik olarak benzer olan koloniden saf
kiiltiir elde edilerek 7 ile 14 giin arasinda inkiibe edilmistir. CTAB metodu kullanilarak
mantar izolatlarindan DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Molekiiler olarak tan1 amaciyla
ITS bolgeleri (ITS-1, 5.8S rDNA subunit, ITS-2) ITS4 ve ITS5 primerleri ile PCR
yapilmis ve PCR iirlinleri dizilenmistir. BLAST analizi sonuglarina gore hastaligin
GenBank’taki dizilerin karsilastirilmasiyla % 99 oraninda Ascochyta pisi Lib. ile
ortlistiigli tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasi tilkemizde Pisum elatius tiiriinde yapilan ve
ascochyta yanikliginin incelendigi ilk c¢alismadir. Patojenin P. elatius ile birlikte
evrimlestigi diisiiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Ascochyta pisi, bezelye, ITS, Pisum elatius, yaniklik
JURI: Prof. Dr. Cengiz TOKER
Prof. Dr. Ahmet ZEYBEK
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ABSTRACT

DIAGNOSIS OF ASCOCHYTA BLIGHT OF Pisum sativum subsp. elatius (M.
BIEB.) ASCH. & GRAEBN. VIA MOLECULAR TECHNIQUES

Adem CETIN
MSc Thesis in Field Crops
Supervisor: Prof. Dr. Cengiz TOKER
June 2018; 32 pages

Ascochyta blight or black spot is one of the most devestating disease of the
cultivated pea (Pisum sativum L.) and caused by a complex of pathogenic fungi consisting
of Ascochyta pinodes, A. pisi, Phoma pinodella, P. koolunga, P. herbarum, P. glomerata
and Boerema exigua var. exigua. In the genus Pisum L., P. elatius (M. Bieb.) Asch. &
Graebn., annual wild pea species, is a native species to Middle and northwest Asia and
the Europe-Mediterranean region including Turkey. It is suffered from ascochyta blight
in some sites in Toros Montains, Turkey. Characteristic lesions on leaves of ascochyta
blight were collected in Goynuk Canyon (c. 1000 m asl) in Kemer, Antalya, Turkey but
its species has been unclear. Therefore, the present study was aimed diagnosing ascochyta
blight of P. elatius via molecular techniques. Symptoms on leaves were circular to oval
such as ascochyta blight. Samples were placed on PDA plates for 2 to 7 days, and colonies
with morphological characteristics typical of pea ascochyta blight were single-spored and
transferred to new PDA plates and incubated for 7 to 14 days. DNA was extracted from
small pieces of fungus isolates using CTAB method. For molecular characterization,
internal transcribed spacer (ITS) regions (ITS-1, 5.8S rDNA subunit, ITS-2) were
amplified with PCR primers ITS 5 and ITS 4. Based on BLAST analysis result, the
sequence had 99% nucleotide identity with the corresponding sequence in GeneBank for
Ascochyta pisi Lib. To our knowledge, this is the first report of ascochyta blight of P.
elatius in Turkey. The pathogen is considered to be co-evolved with P. elatius.

KEYWORDS: Ascochyta blight, Ascochyta pisi, ITS, Pea, Pisum elatius
COMMITTEE: Prof. Dr. Cengiz TOKER
Prof. Dr. Ahmet ZEYBEK
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ONSOZ

Baklagiller, biinyelerinde barindirdiklar1 yiiksek protein sebebiyle beslenmede
cok &nemli rol oynamaktadirlar. Ozellikle diisiik gelirli iilkelerde baslica protein
kaynaklarindan olmasiyla birlikte dnemi daha da artmaktadir. Ulkemiz birgok ana gen
merkezlerinden birisidir ve ¢ok fazla bitki gesitliligine sahiptir. Bu nedenle, bu bitki
cesitliligini korumaya yonelik bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir.

Bezelye de baklagiller ailesinin bir tiyesidir ve {irlinleri birgok alanda
kullanilmaktadir. Yabani tiirlerinin baz1 abiyotik ve biyotik stres etmenlerine karsi
dayaniklilig1 bilinmekte ve bunlardan kiiltiir formlarina aktarimi yapilmaktadir. Bu
calismada, Antalya florasinda dogal olarak yayilis gésteren Pisum elatius’ta karsilasilan
yaniklik hastaliginin hem morfolojik hem de molekiiler tekniklerle teshisi yapilmistir.
Tiirkiye’de daha dnce bu bezelye tiirlinde yaniklik hastaligi ile ilgili hi¢bir inceleme
yapilmamasi, bu ¢aligmay1 6zgilin kilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinin 6nerisini veren ve hazirlama asamasinda bilgi ve tecriibelerini
paylagsmaktan ¢ekinmeyen ¢ok degerli danisman hocam Sayin Prof. Dr. Cengiz TOKER’e
sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar ¢aligmalar siiresince destek olan Arastrima Gorevlisi Sayin Duygu
Sar1 YOL’a, yine ¢alismam siiresince desteklerini esirgemeyen Arastrima Gorevlileri
Sayin Riistem USTUN ve Sayin Mehmet TEKIN’e tesekkiirii bir borg bilirim.

Bu siirecte destegini hig esirgemeyen sevgili esim Hatice CETIN e ayrica tesekkiir
ederim.
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Pisum sativum subsp. elatius (M. Bieb.)
Asch. & Graebn. I¢in Yaniklik Hastaliginin (Ascochyta Pisi Lib.) Molekiiler Tekniklerle
Tanis1” adl1 bu ¢calismanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigini

belirtir, bu tez calismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini1 gésterdigimi beyan
ederim.

....... [eviiiiidiinin,
Adem CETIN
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1. GIRIS

Diinya genelinde baklagiller tanelerinde barindirdiklar1 insan igin gerekli olan
yiikksek karbonhidrat ve protein sebebiyle (Wang vd. 2003) gida kaynagi ve diyet
programlarinda kullanilmaktadir (McPhee ve Muehlbauer 2002).

Fabaceae (Leguminosae) familyasi tohumlu bitkilerin igerisinde en biiytik ti¢lincii
familyadir ve icerisinde yaklasik 800 cins ve 20.000 tiir bulunmaktadir (Lewis vd. 2005,
Symkal vd. 2015). Diinya ¢apinda dagilima sahip, ¢ok ¢esitli yasam formlar1 olan ve
dagilislar1 1liman veya tropikal alanlar1 kapsayan son derece farkli bir ailedir. Tiirkiye’de
ise 71 cins ve bu cinse ait 1013 tiir ile tiir sayis1 bakimindan en biiyiik ikinci familyadir
(Erik ve Tarikahya 2004).

Fabaceae familyasi iiyeleri, aileye orijinal adimi veren bir baklagil olarak
adlandirilan farkli meyve yapilari ile karakterize edilir. Cigek yapisi oldukg¢a degiskendir;
bununla birlikte kelebek benzeri (papilionoid) ¢igek Fabaoideae (Papilionoideae) alt
ailesinde (~14,000 tiir) evrenseldir (Symkal vd. 2015). Baklagillerin azot baglayici
bakterilerle simbiyozu yalnizca tarimda fayda saglamakla kalmaz ayn1 zamanda dogal
ekosistemlerde de 6nemli bir rol oynar.

Baklagillerin diinya ticaretindeki 6nemi biiyiiktiir. Bu familyada bulunan bezelye
(Pisum sativum L.) ise diinyanin en eski kiiltiire alinan bitkilerinden birisidir. En yaygin
olarak yetistirilen li¢iincii baklagildir. Tohumlar1 insanlar ve ¢iftlik hayvanlari i¢cin zengin
protein kaynagina sahiptir. Diinya 2016 yil1 verilerine gore kuru dane i¢in toplam bezelye
ekim alan1 7 625 705 ha, toplam iiretim miktar1 14 363 099 ton ve verim 18 835 kg/ha’dir
(FAOSTAT 2016). Tiirkiye’de ise bu deger 1 088 ha ekim alani, 2 919 ton {iretim miktart
ve 26 829 kg/ha’dir (FAOSTAT 2016).

Baklagiller igerisinde 6nemli bir yere sahip olan bezelye yaklasik 10 000 y1l 6nce
kiiltiire alinmistir (Ambrose 1995; Zohary ve Hopf 2000) ve diinya ¢apinda iliman
bolgelerde yetistirilmektedir. Seleksiyon ve islah galismasi binlerce bezelye ¢esidiyle
sonuglanmistir (Smykal vd. 2008b). Bezelye (Pisum Sativum L.) en eski genetik
caligmalarda kullanilmistir. Bunlardan en tinliileri Mendel (1866) ve daha oncesinde
Knight (1799) tarafindan yapilan ¢alismalardir. Ancak genomunun biiyiikliigi (4000 mb)
ve tekrarlayan sekanslarin yiiksek olusu nedeniyle (Macas vd. 2007) glinlimiiz molekiiler
genetik calismalarinin ¢ogu bezelye lizerinde yiiriitilmemistir.

Giliniimiizde hala Pisum taksonomisi ile ilgili ortak fikir olusturulamamis ve
tartismalar devam etmektedir. Giinlimiize kadar yapilan morfolojik ve molekiiler
teknikler sonucunda arastirmacilar farkli goriisler ortaya atmislardir. Ornegin; Govorov
(1937)’a gore bezelye (Pisum L.) 5 tiir, Davis (1970)’e gore P. sativum ve P. fulvum
olarak sadece iki tiir, Marx (1977)’a gore ise tek tiir igerir ve monotipiktir. Smykal vd.
(2015)’nin yapmis oldugu siniflandirmaya goére: Pisum sativum L., (subsp. sativum var.
sativum) P. sativum subsp. elatius (Bieb.) Aschers. & Graben., P. sativum subsp.
abyssinicum A. Br.), Pisum fulvum Sibth. & Sm. Warkentin vd. (2015) tarafindan yapilan
son bezelye siniflandirmasi: Pisum sativum subsp. sativum var. sativum, subsp. sativum
var. arvense ve subsp. abyssinicum tarimi yapilanlar. Pisum sativum subsp. elatius var.



GIRIS A. CETIN

elatius, subsp. elatius var. brevipedinculatum, subsp. elatius var. pumilio ve Pisum fulvum
Sibth. & Sm. yabani tiirlerdir.

Bezelye bitkilerinin gelisim ve biiyiimesini engelleyen canli ve cansiz stres
etmenleri bulunmaktadir. Etkilenilen alan bakimindan en 6nemli canli stres etmeni
yaniklik hastaligidir. Bu hastaligin % 50’ye varan kayiplara neden oldugu bilinmektedir.
Nemin yiiksek oldugu bolgelerde hastalik bitkinin alt yapraklarinda goriilmekte ve
hastalik i¢in uygun sicaklik ve nemin devam ettigi sartlarda govdeye de si¢rayarak ciddi
verim kayiplaria neden oldugu belirtilmistir (Khan vd. 2013).

Yaniklik hastaligina sebep olan patojenik etmenler; Ascochyta pinodes, A. pisi,
Phoma pinodella, P. koolunga, P. herbarum, P. glomerata ve Boerema exigua var.
exigua’ytr igeren karmasik yapiya sahip mantarlardir. Ancak bunlardan en 6nemli 4
patojen Peyronellaea pinodes (Berk. & A. Bloxam.) Petrak, Phoma medicaginis var.
pinodella (L. K. Jones) Morgan-Jonse & K. B. Burch, Ascochyta pisi Lib. Ve Phoma
koolunga’dir (Davidson vd. 2009). En fazla zarara ugratan patojen ise Peyronellaea
pinodes olarak bilinmektedir (Bretag vd. 2006).

Bu galismanin amaci, Tiirkiye’de de yayilis gosteren Pisum sativum subsp. elatius
(M. Bieb.) Asch. & Graebn. tiiriinde goriilen yaniklik hastaligi tiirtiniin morfolojik olarak
ve molekiiler tekniklerle teshis edilmesidir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Bezelye (Pisum) ile Ilgili Genel Bilgiler

Bezelye (Pisum sativum L.) Fabaceae familyasinda bulunur ve 6nemli bir ekolojik
avantaja sahiptir. Ciinkii atmosferdeki azotu baglayabilme o6zelligi ile diisiik girdili
ciftgilik sistemlerinin gelistirilmesine katkida bulunur. Baklagiller 650’den fazla cins ve
18.000 tiirden olusan en bilyiik tgiincii ¢icekli bitkiler ailesini olusturmaktadir
(Bastianelli vd. 1998). Baklagiller ekonomik olarak diinyada % 27°lik bir {iretim payiyla
Bugdaygiller (Poaceae) familyasindan sonra en 6nemli ikinci familyadir (Graham ve
Vance 2003). Diinya ¢apinda baklagiller, insanligin dogrudan protein aliminin yaklagik
ticte birine katkida bulunurken, ayni zamanda hayvanlar ve yenilebilir ve endiistriyel
yaglar i¢cin 6nemli bir yem ve yem kaynagi olarak hizmet etmektedir.

Bezelye taneleri % 23-25 protein, % 50 yavas sindirilebilir nisasta, % 5
¢oziinebilir seker, lif, vitamin ve minareller igerir (Bastianelli vd. 1998). Bezelye proteini
kiikiirt igeren amino asitler, sistin ve metiyonin bakimindan diistiktiir, ancak lizin ve diger
esansiyel amino asitler agisindan zengindir (Ceyhan ve Avci 2005). Taze baklalar1 sebze,
daneleri veya hasat kalintilar1 hayvan yemi olarak da kullanilir (Akg¢in 1988). Ancak
bezelye genellikle daneleri taze i¢ ve kuru daneleri dogrudan yemek olarak kullanilan
baklagildir.

Bezelye tiiketim ve kullanim alan1 bakimindan diinyada 6nemli bir yere sahiptir.
2016 yil istatistiklerine gore diinya toplam ekim alan1 7 625 705 ha, toplam iiretim
miktart 14 363 099 ton ve verim 18 835 kg/ha’dir. Yine 2016 verilerine gore Tiirkiye’de
ise bu deger 1 088 ha ekim alant, 2 919 ton iiretim miktari ve 26 829 kg/ha’dir (FAOSTAT
2016). Diinya genelinde nohut, mercimek gibi baklagillerde 6nemli iiretici pozisyonunda
olan tlkemiz, orjin merkezi olmasina ragmen bezelyede genis ekim alanlarina sahip
degildir.

Bezelyede tilkemizde kuru dane tiiketimine yonelik tescillenmis bir gesit yoktur.
Bugiine kadar tescilli, iiretim izinli veya yabanci kaynakli olarak 11 adet taze tiiketim
amagli ¢esit piyasada yer almistir ve i¢lerinden sadece bir tanesi (Marmara cv.) iilkemizde
tescil ettirilmistir. Ancak {iretimi gliniimiizde devam ettirilememistir. Oysa diinya
bitkilerinin % 2.5’ine ve topraklarinin % 0.6’sina sahip, iKi bitki gen merkezi tizerinde
yer alan, {i¢ bitki cografik alan1 ile Tiirkiye, yabani Pisum tiirlerinin hem orijin yeri hem
de en 6nemli dagilim merkezidir (Inal ve Toker 2010).

Bezelye diinyada en eski kiiltiire alinan bitkilerdendir (Ambrose 1995; Zohary ve
Hopf 2000). Mensei ve ilk kiiltiire alinma alanlar1 basta Orta Dogu olmak {izere Akdeniz
Bolgesi’ne kadar uzanir. Kiiltiire alinmadan dnce bezelye, fig ve nohut ile birlikte Orta
Dogu ve Avrupa’da Buz Cagi’nin sonlarinda avci-toplayicilarin  giinlik gida
ihtiyaclarmin bir pargasidir. Tahil ve baklagiller kalici yerlesimlerin kurulmasini
kolaylastiran tarim devriminin baslangicinda temel iriinlerdir. Daha sonra ylizyillar
boyunca yapilan seleksiyon ve 1slah calismalar1 sonucu binlerce bezelye cesidi
gelistirilmis ve bunlar diinya ¢apinda ¢ok sayida germplasm koleksiyonunda muhafaza
edilmistir (Smykal vd. 2011). Bezelyenin yabani tiirleri Iran ve Tiirkmenistan’dan
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Asya’ya, Kuzey Afrika ve Giliney Avrupa’ya kadar uzanmaktadir (Makasheva 1979;
Maxted vd. 2010).

Bezelye cinsinin (Pisum L.) morfolojik olarak siniflandirilmasinda giliniimiize
kadar gesitli goriisler ortaya atilmistir. Bu goriisler: Bezelye cinsi 5 tiir igerir (Govorov
1937), P. sativum ve P. fulvum olmak ftizere iki tiir icerir (Davis 1970) ve tek tiir
(monotipiktir) icerir (Marx 1977). Ben-Zeeve ve Zohary (1973) bezelye cinsinin P.
sativum ve P. fulvum olarak iki tiir i¢erdigini ve diger tiir ve alt tiirlerin P. sativum tiiriiniin
varyeteleri oldugunu bildirmiglerdir. Buna benzer bir siniflandirma Makasheva (1979)
tarafindan yapilmis ve P. sativum kompleks bir tiir ve P. elatius, syriacum, asiaticum,
abyssinicum ve transcaucasicum birer alt tiir olarak nitelendirilmistir (Makasheva 1979)
(Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Makasheva (1979) tarafindan yapilan morfolojik temelli bezelye
siiflandirmasi

Turler Alt tirler

Pisum sativum L. subsp. sativum
subsp. elatius
subsp. syriacum
subsp. asiaticum
subsp. abyssinicum
subsp. transcaucasicum

Pisum fulvum Sibth. & Sm.

Maxted ve Ambrose (2000) ise Pisum igerisinde {ii¢ tir (P. sativum, P.
abyssinicum ve P. fulvum) oldugunu bildirmislerdir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Maxted ve Ambrose (2000) tarafindan yapilan bezelye siniflandirmasi

Tiirler Alt tiirler

Pisum sativum L. subsp. sativum var. sativum (Yemeklik ya da bahge tipi
bezelye)
subsp. sativum var. arvense (Yemlik ya da tarla tipi
bezelye)

subsp. elatius var. elatius (Bieb.) Aschers. & Graben
subsp. elatius var. brevipedinculatum
subsp. elatius var. pumilio (syn: syriacum ya da humile)

Pisum fulvum Sibth. & Sm.

Pisum abyssinicum A. Br.

Daha once morfolojik 6zelliklerine gore, bezelye olarak teshis edilen Pisum
maritimum ile P. formosum daha sonra Lathyrus japonicus ve Vavilovia formosa olarak
adlandirilmigtir (Smykal vd. 2009). Giiniimiizde hala Pisum taksonomisi konusunda net
bir fikir birligi saglanabilmis degildir. Tiir, alt tiir ve varyete grubu sayilar1 ¢alismadan
calismaya ve siniflandirmadan smiflandirmaya farklilik gostermistir (Smartt 1990;
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Muehlbauer 1993; Hoey vd. 1996; Vershinin vd. 2003; Mikic vd. 2009; Smykal vd. 2009;
Oskoueiyan vd. 2010; Smykal vd. 2015). Ornegin; P. abyssinicum (A. Braun) Govorov
tiirii ILDIS (International Legume Database & Information Service) tarafindan ayri bir
tiir olarak adlandirilmistir (ILDIS 2010). Vershinin vd. (2003) yaptiklar1 molekiiler
calismalarla bu yaklagimi desteklemislerdir. Diger taraftan, USDA (United State
Department of Agriculture) genetik kaynaklar veri bankasi bu tiirii bezelyenin bir alt tiirti
olarak gostermistir (USDA 2010). Mikic vd. (2009) Vavilovia formosa tiiriiniin ayr1 bir
cins olmaktan ziyade bezelyenin bir tiirli olabilecegini isaret etmislerdir. Bu goriis
molekiiler ¢aligmalarla (sekans ¢aligsmalari ile) desteklenmis ve Vavilovia formosa (Stev.)
Fed. tiiriiniin tekrar bezelyeler sinifinda yer almasi ve Pisum formosum (Stev) Fed. olarak
anilmasi gerektigi bildirilmistir (Oskoueiyan vd. 2010).

Pisum L. cinsi Fabeae (Viciea) Alefeld oymagmin bes cinsinden (Lathyrus L.,
Pisum L., Vavilovia Federov, Lens Miller ve Vicia L.) biridir (Smartt 1990). Bezelye
cinsinin ¢igek morfolojisi ve ITS ile kloroplast gen dizilerine gére miirdiimiik (Lathyrus
L.) ve fig (Vicia L.) cinsleri arasinda taksonomik bir konuma sahip oldugu belirtilmistir
(Kenicer vd. 2005; Endo vd. 2008). Kosterin ve Bogdanova (2008) bezelyeleri kiiltiiri
yapilanlar ve yabaniler olarak iki gruba ayirdiktan sonra, kiiltiiri yapilanlar1 P. sativum
ssp. sativum, P. sativum ssp. transcaucasicum ve P. abyssinicum olarak tiir ve alt tiirlere
ayirmistir. Yabanileri de P. sativum subsp. elatius ve P. fulvum olarak ikiye ayirmstir.
Symkal vd. (2015) taradindan yapilan siniflandirma ise Cizelge 2.3te verilmistir.

Cizelge 2.3. Smykal vd. (2015) tarafindan yapilan bezelye siniflandirmasi

Tiirler Alt tiirler
Pisum sativum L. subsp. sativum var. sativum (Yemeklik ya da bahge tipi
bezelye)

subsp. elatius (M. Bieb.) Asch. & Graebn.
subsp. abyssinicum A. Br.

Pisum fulvum Sibth. & Sm.

Warkentin vd. (2015) taradindan yapilan son smiflandirma ise Cizelge 2.4’te
verilmistir.

Cizelge 2.4. Warkentin vd. (2015) tarafindan yapilan son bezelye siiflandirmasi

Tiirler Alt tiirler

Pisum sativum L. subsp. sativum var. sativum (Yemeklik ya da bahge tipi
bezelye)
subsp. sativum var. arvense (Yemlik ya da tarla tipi
bezelye)

subsp. abyssinicum (Dekoko ya da Etiypya bezelyesi)

subsp. elatius var. elatius
subsp. elatius var. brevipedinculatum
subsp. elatius var. pumilio

Pisum fulvum Sibth. & Sm.
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P. sativum L. ve alt tiirleri (P. sativum subsp. sativum ve subsp. elatius Asch. &
Graebn.) Avrupa-Akdeniz bolgesi ve Orta ve Kuzeybati Asya'ya 6zgii iken, P. fulvum
Sibht -Sm Orta Dogu ve Tiirkiye ile smirlidir. Pisum sativum subsp. abyssinicum A.
Braun Dogu Afrika’da (P. sativum subsp. sativum ile birlikte) kiiltiire alinmistir. Bu
takson Etiyopya ve Yemen’e 6zgiidiir ve ¢cok az genetik ¢esitlilige sahiptir. Ayrica erken
cigeklenme Ozelligi ve kuraklia uyumu ile farkli fenotipik ve genotipik 6zelliklere
sahiptir (Smykal vd. 2011, 2013).

Pisum cinsi govdeyi yarim sekilde saran biiyiik kulakg¢iklart ile Lathyrus ve
Vavilovia'dan morfolojik olarak ayrilir. Pisum cinsi Lathyrus cinsindeki ile aynmi fakat
Vicia tiirlerinde bulunmayan flavanoid fitoalexin pisatini igerir (Bisby vd. 1994).

2.1.1. Yabani bezelye tiirlerinin 1slahta kullanim

Harlan ve de Wet (1971)’in kiiltiir bitkilerini siniflandirmak i¢in 6nerdigi birincil,
ikincil ve tgiinciil gen havuzu tanimlamalar1 bezelye bitkisi i¢in kullanilmaktadir
(Cizelge 2.5). Bu gen havuzu felsefesine gore, birincil gen havuzundaki tiirlerle kiiltiir
bezelyesi arasinda kolaylikla gen aktarimi yapilmaktadir. Ikincil gen havuzundaki tiirler
de germplazm kaynagi olarak kullanilabilir ancak genetik bariyerler ya da kromozom
yapisindaki degisikliklerden dolayr kiiltiir bezelyesiyle yapilan melezler ¢cok basaril
olmamakta ve doller yiliksek oranda steril bulunmaktadir. Ancak embriyo kurtarma
yontemleri ile melez elde edilebilmektedir. Ugiinciil gen havuzundaki tiirleri melezleme
programinda kullanmak ¢ok zordur. Yapilan melezlemeler sonucunda Fy dolleri steril
bulunmaktadir (Harlan ve de Wet 1971; Smykal vd. 2015).

Cizelge 2.5. Bezelye tiirleri i¢in 6nerilen gen havuzlar: (Smykal vd. 2015)

Gen Havuzlan Tirler
Birincil P. sativum
P. abyssinicum
P. elatius
Ikincil P. fulvum
Uciinciil Vavilovia formosa

Genetik veritaban1 olusturma ve gelistirmeye yonelik kapsamli girisimlere
ragmen bugiline kadar bezelye 1slah programlarinda egzotik kaynaklarin veya yabani
genotiplerin kullanim1 sinirli olmustur. Yabani tiirlerin kiiltiir formlarina kars1 biyotik ve
abiyotik stres faktorlerine karsi daha istiin oldugu bilinmektedir (Sorrells ve Wilson
1997). Ornegin, bezelyede yabani hatlar kiiltiir formlarinda bulunmayan ascochyta
yaniklik hastaliginda dayanim kaynagi olarak degerlendirilmektedir (Priliouk vd. 1999).
Sorrells ve Wilson (1997) dayaniklilik aktarilmasi sonucu ortaya ¢ikan negatif etkileri
minimuma indirmek ve allelik varyasyonu kullanmak i¢in birtakim geri melezleme veya
markdr destekli seleksiyon yapilmasini dnermiglerdir.

Bezelye bitkisinin biiylime ve gelismesini kisitlayacak birgok hastalik ve zararh
oldugu bilinmektedir (Kraft ve Pfleger 2001). En fazla zarara ugratan etmenler fungal ve
viral patojenlerdir. Fusarium solgunlugu, ascochyta yanikligi, kiilleme, pas ve bezelye
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mozaik viriisii (PSbMV) bunlardan bazilaridir. Bezelyede giiniimiize dek kiilleme
(Erysiphe pisi) hastaligina dayaniklilik saglayan ii¢ adet dayaniklilik geni (Erl, Er2 ve
Er3) rapor edilmistir (Tiwari ve Penner 1997; Fondevilla vd. 2007) ve Erl geni islah
caligmalarinda siklikla kullanilmaktadir. Bu gen tarafindan saglanan dayanimin stabil
oldugu ve patojen penetrasyonuna bir bariyer olusturdugu kanitlanmistir (Fondevilla vd.
2006). Yabani bir tiir olan Pisum fulvum’da kiillemeye dayaniklilik genlerinden Er3 tespit
edilmis ve Pisum sativum tiiriine basariyla aktarilmistir (Fondevilla vd. 2007).

Tropikal ve subtropikal alanlarda Uromyces viciae-fabae kaynakli, iliman
bolgelerde ise U. pisi kaynakli bezelye pasi goriilmektedir (Kushwaha vd. 2006; Barilli
vd. 2010). Yine P.fulvum ile yapilan melezlerde % 63 oraninda fenotipik varyasyon
oldugu belirlenmistir.

Canavar otu bir diger ismiyle orobans ise verimi etkileyen diger 6nemli
unsurlardandir ve bazi bezelye tiirlerinde (P. sativum ssp. sativum, ssp. abyssinicum, ssp.
arvense and ssp. elatius and P. fulvum.) bu parazite kars1 dayanim oldugu belirlenmistir
ve bu dayanimin ticari bezelye ¢esitlerine aktarimi konusunda ¢aligsmalar yapilmaktadir
(Rubiales vd. 2005; Fondevilla vd. 2010). Yine P. fulvum’da bezelye tohum bocegine
(Bruchus pisorum) karsi dayaniklilik mekanizmasi oldugu belirlenmistir.

Pisum cinsi, P. fulvum ve P. sativum tiirlerini gen havuzunda barmndirir (Smartt
1990). Bu iki tiir arasinda melezleme oldugunun kesin bir kanit1 yoktur ancak P. sativum
subsp. abissinicum alt tiiriiniin muhtemelen bu iki tiiriin melezlenmesi sonucu ortaya
ciktigina inanilir (Vershinin vd. 2003). Bu iki tiir de ayn1 kromozom sayisina sahiptir
fakat karyotiplerde farklilik gosterirler (Hoey vd. 1996).

Bezelyeye (P. sativum) kiilleme, Fusarium, viriis ve tohum boceklerine dayanim
P. fulvum’dan aktarilmaktadir (Provvidenti 1990; McPhee vd. 1999; Fondevilla vd. 2008;
Byrne vd. 2008). Lathyrus cinsi ile ¢ok sayida melezlemeler yapilmasina karsin fertil bitki
elde edilememistir (Ochatt vd. 2004) ve bu nedenle Pisum cinsi sadece kendi igerisinde
etkilesim gostermektedir.

2.2. Pisum sativum subsp. elatius (M. Bieb.) Asch. & Graebn.

Yabani bir bezelye (Pisum L.) tiirii olan Pisum elatius tiirii genel olarak Avrupa’da
yayilis gostermekle birlikte Kirim, Kuzey Afrika, Kibris, Bati Suriye ve Katkasya
bolgelerinde de bulunmaktadir (Sekil 2.1) (Smykal vd. 2015; TUBIVES 2017).
Ulkemizde de daha ¢ok Adana, Istanbul, Kastamonu, Amasya, Artvin, Aydin, Canakkale,
Hatay, Icel ve Mugla civarlarinda yayilis gosterdigi bilinmektedir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.1. Diinya geneli P. elatius tiiriiniin yayilis gosterdigi alanlar
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Sekil 2.2. Tiirkiye’de P. elatius tiiriiniin iilkemizde yayilig gosterdigi bolgeler (TUBIVES
2017)

Pisum elatius tirii de dahil olmak iizere Pisum cinsinde yer alan tiirlerin
kromozom sayilart 2n=14’diir (Fouzdar ve Tandon 1976). Pisum elatius tiiriiniin
taksonomik siniflandirmasi Cizelge 2.6°te verilmistir.
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Cizelge 2.6. P. elatius tiiriiniin sistematikteki yeri (ITIS 2018)

Alem: Plantae
Altalem: Tracheobionta
Bolim: Magnoliophyta

Sinif: Magnoliopsida

Alt siif:  Rosidae

Takim: Fabales

Aile: Fabaceae ya da Leguminosae

Alt aile: Faboideae (Papilionoideae)
Oymak: Fabeae

Cins: Pisum

Tiir: Pisum elatius M. Bieb.

2.3. Ascochyta pisi Lib. ile flgili Genel Bilgiler ve Bezelye Uzerinde Etkisi

Baklagillerde diinya genelinde bitki gelisimini ve biiylimesini etkileyen bazi canli
stres etmenleri bulunmaktadir. Bunlardan en énemlilerinden biri ascochyta yanikligidir.
Farkli baklagillerde farkli patojen etmenleriyle ortaya ¢ikmaktadirlar. Ornegin; nohutta
Ascochyta rabiei (eseyli formu Didymella rabiei), baklada A. Fabae (eseyli formu D.
Fabae), mercimekte A. Lentis (eseyli formu D. Lentis) ve bezelyede A. Pisi, Phoma
medicaginis var. pinodella (A. Pinodella) ve Mycosphaerella pinodes (Tivoli vd. 2016).

Cesitli baklagil bitkilerinde giiniimiize kadar ascochyta yanikligina karsi
incelenen dayanikliliklar genellikle poligenik ve birgok QTL tarafindan kontrol
edilmektedir. Ancak bazi baklagillerde ascochyta interaksiyonu hem QTL hem de minor
genlerin etkisi altindadir (Cizelge 2.7).

Bezelye 25°ten fazla fungus, bakteri, nematod ve viriislerin etkisi altindadir (Kraft
ve Pfleger 2001). Etkilenilen yiiz 6l¢timii bakimindan en 6dnemli hastalik ise ascochyta
yanikligidir ve % 5-15 arasinda verim kayiplarina neden olur. Akdeniz havzasinda ve
fungusit kullanilmayan alanlarda bu kaybin % 50’ye kadar ulastigr gorilmiistiir
(Anonymous 2008). Ascochyta yanikligi diinya genelinde bezelye icin ciddi bir
hastaliktir (Bretag vd. 2006; Khan vd. 2013).

Bezelyede ilk semptomlar genellikle nemin yiiksek oldugu yerlerde bitkinin alt
kisminda, alt yapraklar iizerinde goriiliir. Semptomlar 6ncelikle morumsu kahverengi,
kiiciik ve diizensiz lekeler olarak goriiniir. Nemli ortamin devam ettigi sartlarda lekeler
genisleyip birleserek yaprak alanini tamamaiyla kaplar. Daha sonra patojen gévdeye dogru

bulasarak gévdenin zayiflamasina ve ciddi verim kayiplarina neden olur (Kaiser vd.
1998).
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Cizelge 2.7. Baklagillerde ascochyta yanikligina karsi dayanikliligin kalitimi

Patojen Konuk¢u  Kalitim gekli

A. pisi Bezelye  QTL’ler ile birlikte (Darby vd. 1985; Dirlewanger vd.
bir major gen 1994)
M. pinodes Bezelye Major genler (Timmerman-Vaughan vd. 2002)

A. lentis Mercimek Major dominant gen (Ford vd. 1999)
Major resesif gen (Chowdhury vd. 2001)

QTL’ler (Rubeena vd. 2006)
A. rabiei Nohut Major genler (Chen vd. 2004)
QTL’ler (Collard vd. 2003; Iruela vd. 2006)
A. fabae Bakla Major genler (Kohpina vd. 2000; Kharrat vd.
2006)
QTL’ler (Avila vd. 2004)

Bezelye yaniklik hastaligina dort patojen kompleksi sebep olur: Peyronellaea
pinodes (Berk. & A. Bloxam.) Petrak, Phoma medicaginis var. pinodella (L. K. Jones)
Morgan-Jonse & K. B. Burch, Ascochyta pisi Lib. Ve Phoma koolunga (Davidson vd.
2009). Phoma’nin diger tiirlerinden olan Phoma herbarum ve Phoma glomerata
tiirlerinin de bezelyede patojenik olabilecegi ve ascochyta yanikligi ile iliskilendirildigi
gosterilmistir (Liv vd. 2011; Tran vd. 2014). Bu patojen kompleksi igerisinde
Peyronellaea pinodes’in en 6nemlileri ve en fazla verim kayiplarina sebep oldugu yaygin
olarak kabul edilir (Bretag vd. 2006; Tivoli ve Banniza 2007). P. pinodes ve P. pinodella
semptomlart morumsu kahverengi rengiyle, diizensiz sekilli lezyonlar: ve belirgin bir
kenarlarinin olmayisi ile birbirlerine benzerlik gosterir (Jones 1927). A. Pisi semptomlari
ise koyu kahverengi belirgin kenariyla ortas1 agik kahverengi lezyonlardir.

Ascochyta pisi patojeni ilk kez 1830 yilinda Libert tarafindan tanimlanmustir. A.
Pisi Lib. Cizelge 2.8’da goriildiigii gibi Ascochyta cinsinin bir tiiriidiir ve 20 cins ve
50’den fazla bitki tiirline bulagabilmektedir: Soya (Glycine max), miirdiimiik (Lathyrus
odoratus), mercimek (Lens culinaris), yonca (Medicago sativa), fasulye (Phaseolus
vulgaris), ti¢gtl (Trifolium spp.), boriilce (Vigna unguiculata) ve bakla (Vicia faba)
bunlardan bazilaridir (Fong vd. 2000). Ascochyta pisi ve Phoma pinodella’nin diinya
capinda kozmopolit bir dagilimi oldugu disiiniilmektedir; bununla birlikte
Mycosphaerella pinodes ¢ogunlukla 1liman ve subtropikal bolgelerle sinirhidir (Farr vd.
2010).
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Cizelge 2.8. Ascochyta pisi Liberty’nin sistematikteki yeri (ITIS 2018)

Alem: Fungi

Alt alem: Dikarya

Bolim: Ascomycota

Alt Bolim:  Pezizomycotina
Sinif: Dothideomycetes
Alt sinif: Pleosporomycetidae
Takim: Pleosporales

Cins: Ascochyta

Tiir: Ascochyta pisi Lib.

Patojenin (Ascochyta spp.) bezelye tohumuna bulasmasi baglica hayatta kalma
mekanizmalarindan biridir; ancak bazi tiirler icin de gelismekte olan bitki inokulum
kaynagi olabilir (Tivoli ve Banniza 2007). Bulagsma tohumun ¢imlenme oranini diisiiriir
ve bu tohumlardan elde edilen fidelerin bitki gelisiminin de zay1f olabilecegi belirtilmistir
(Maude 1966; Moussart vd. 1998). Tohumun ciddi bir sekilde lekelenmesi P. pinodes’in
tohuma daha derin niifuzu ile iliskili olabilir (Moussart vd.1998). Kontrollii sartlar altinda
hastaligin P. pinodes i¢in %100’¢ kadar (Xue 2000), A. Pisi i¢in % 40’a kadar (Maude
1966) niifuz edebilecegi belirlenmistir.

1961 yilina kadar Kanada’da bezelye tohumlarindaki dominant patojen A. Pisi
oldugu bildirilmistir (Wallen vd. 1967a). Kanada’da 1950 yillarinda hastaligin tohuma
bulasma orani A. Pisi i¢in % 85, P. pinodes i¢in % 27.5 ve Phoma pinodella igin % 10
oldugu rapor edilmistir (Skolko vd. 1954). 1961 yilinda ismi Century olan bir bezelye
cesidi tanmitilmisg ve A. Pisi’ye karsi yiiksek direng gostermesi nedeniyle hizla yayildigi
goriilmistiir. Ayn1 zamanda P. pinodes’in Kanada’da dominant bezelye yapragi patojeni
oldugu bildirilmistir (Wallen vd. 1967a). 2000°1i yillarin basinda ise bat1 Kanada’da hasat
edilen danelerde A. Pisi kaynakli patojenin yeniden artis gosterildigi tespit edilmistir
(Morrall vd. 2011).

Vladimirseva vd. (1989) bezelyelerde etkili 31 irkin mevcut oldugunu ve bu
irklarin etki alanlarinin cografik olarak degisim gosterdigini belirtmislerdir. Daha 6nce
bu alanda yapilan ¢alismalardan da (Wallen 1957; Cousin vd. 1985) anlasilacag: {izere
farkli bolgelerde baskin olan fizyolojik irklarla ilgili giincel bilgi ihtiyaci ve hastaliga
kars1 dayanikli bezelye gesitlerinin bolgesel bazda gelistirilmesi gerekliligi ortadadir.

2.4. ITS ile Ilgili Genel Bilgiler

Funguslar ile ilgili pek ¢ok arastirma ve bulgu olmasina karsin, bu organizmalarin
birgogu heniiz karakterize edilmemistir. Filamentli funguslarin taksonomisi
yapilmaktadir fakat ekolojik tiirler konak hastalik semptomlarina gore ve konak ile
baglantili olarak veya 6zel bir nise uyumuna gore tanimlanmaktadir. Bu karmasik siireci
netlestirmek icin rDNA (ribozomal DNA) genlerinin karsilagtirmali dizi analizlerinin
yapilmasinin gerektigi ifade edilmistir (Borneman ve Hartin 2000).
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PCR (polimeraz zincir reaksiyonu), molekiiler biyolojide siklikla kullanilan ve
uygulama alani fazla olan bir yontemdir. PCR sayesinde kompleks DNA 6rneklerinden
6zel DNA dizilerinin c¢ogaltimi miimkiindiir. Bununla birlikte gilinlimiize kadar
tanimlamasi fenotipik olarak yapilmais tlirlerin genotipik olarak da dogrulanmasi miimkiin
kilmmistir (Edel 1998, Bridge ve Arora 1998).

Mikoloji alaninda ilk PCR wuygulamasim1 rDNA’nin sekans analizi ve
amplifikasyonu ile White vd. (1990) yapmislardir. Bu ¢alisma funguslarin filogenetik ve
taksonomik yakinliklarini belirlemek i¢in yapilmistir. ITS (internal transcribed spacer)
bolgelerinin hizli bir sekilde evrimlesmesi nedeniyle bir tiirin, cinsin ve hatta
popiilasyonlarin incelenmesinde kullanilabilecegi bildirilmistir.

rDNA bolgeleri 3 birime ayrilmaktadir. Bunlar; kiigiik alt birim 18S rDNA, 5.8S
rDNA ve biiyiik alt birim 28S rDNA olarak siralanir. 18S rDNA yiiksek derecede
korunmus DNA bdélgelerinden biridir. Alem, sube ve sinif diizeyindeki kategorilerde
filogenetik ¢alismalarin yeniden yapilandirilmasi igin siklikla kullanildigi bilinmektedir.
rDNA tekrar birimleri arasinda en kii¢lik uzunluga sahip olan 5.8S rDNA bolgesidir. Bu
bolgeye ait baz uzunlugu istenilen biiyliklikte olmadigi (163-164 baz ¢ifti) icin
filogenetik caligmalarda tek basina kullanilmamaktadir. Bu nedenle ITS bolgeleriyle
birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir. 28S rDNA bdlgesi, en uzun bolge olma durumu

ve baz icerigi bakimindan daha yiiksek varyasyon gosterme kabiliyetine sahiptir (Baldwin
1992).

Genomik DNA iizerindeki rtDNA bdolgeleri, ardisik siralanmis tekrarli diziler
seklindedir ve ¢oklu gen yapilarindan olusur. rDNA tekrarlari; genomik DNA’nin NOR
(niikleolar organizer region) bolgelerinde yerlesmis durumdadir ve 18S kiigiik alt birim,
5.8S ve 28S biiyiik alt birim rDNA’lar1 kodlayan genlerden meydana gelmektedir. ITS
bolgeleri, genomik DNA {izerindeki bu rDNA tekrarlari icinde yerlesmistir. Bu bolgeler,
rDNA’nin alt birimleri ile transkribe edilmektedir ve korunmus bolgeleri (18S, 5.8S ve
28S) birbirinden ayiran iki kistmdan (ITS1 ve ITS2) olugsmaktadir (Sekil 2.3).

——

¢ |
S’- 1 *—'—‘J 5.8S L—-— 28S
Internal transcril)cd 5[)acor5

Sekil 2.3. Tekrarlanabilen rRNA birimleri ve ITS bolgeleri (Underhill ve Iliev 2014)

Bu ITS bolgeleri, tDNA gen bolgelerine baglanabilen evrensel primerler
kullanilarak PCR c¢aligmalariyla kolayca elde edilebilmektedir. Bu amagla kullanilan
evrensel ITS primerlerinin (ITS2, ITS3, ITS4 ve ITS5) (White vd 1990) rDNA iizerindeki
baglanma bolgeleri Sekil 2.4’te gosterilmistir.

12



KAYNAK TARAMASI A. CETIN

ITS 5 ITS 3
— —_—
IGS [-18SrDNA - | ITSI | 58S rDNA-{ITS2 |- 28SrDNA- | IGS
ITS 2 ITS 4
-— -—

Sekil 2.4. ITS bolgelerinin rDNA iizerindeki baglanma bolgeleri (Uzuner, 2006)

5.8S gen bolgesi okaryotik organizmalarda, genellikle ITS bolgeleri ile birlikte
degerlendirilir (Baldwin 1992).

Birgok organizmanin tiir teshisinin yapilmasinda DNA sekanslarinin 6ncelikli
bilgi kaynagi olarak kullanilmasinin 6nemi artmaktadir ve bu sekanslar tiirlere ait genetik
barkodlar olarak tanimlanmaktadir (Hebert vd. 2003, Savolainen vd. 2005). Bu sekilde
yapilan tiir teshisinin morfolojik teshise gore birgcok {istlin taraflar1 bulunmaktadir.
Bunlar: 1.) incelenen 6zelliklerde goriilen genetik varyabiliteden ve fenotipik esneklik
kaynakl1 sorunlarin yanlig tanimlamalara yol agmasi, 2.) morfolojik olarak tespit edilmesi
kolay olmayan taksonlarin belirlenmesi, 3.) morfolojik teshislerde kullanilan anahtarlarin
incelenen Ozellik bakimindan 6zel bir déneme ya da cinsiyete bagli olmasi ve 4.)
kullanilan anahtarlarin yorumlanmasinda yiiksek derecede tecriibeye gereksinim
duyulmasidir (Hebert vd. 2003, Schoch vd. 2012).

Sekanslanan DNA bolgeleri, Uluslararast Niikleotid Sekans Veritabanlari
(INSDC) olan GenBank, EMBL ve DDBJ’deki kayithi sekanslarla benzerlikleri ile
karsilastirilmaktadir (Nilsson vd. 2005, Nilsson vd. 2006). Okaryotlar arasindaki en
biiyiik ikinci alem olan mantarlarin sayis1 tahmini olarak 1.5 milyondur (Hawksworth
2001). GenBank’ta mantarlara ait mevcut ITS bolgesi sekans1 yaklasik olarak 172.000°dir
ve bu rakam da takriben fungus niifusunun % 1’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, Benson vd.2013).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu ¢alismada iilkemizde de yayilis gosteren bir bezelye tiirli olan Pisum sativum
subsp. elatius (M. Bieb.) Asch. & Graebn. tiiriinden alinan hastalikli bitki pargalari
toplanmig, canli stres etmenlerinden biri olan yaniklik hastaligi (Ascochyta pisi Lib.)
incelenmis ve morfolojik olarak A. Pisi oldugu teshis edilmistir. Ayn1 zamanda molekiiler
tekniklerle teshis edilerek morfolojik gozlemi de dogrulanmistir. Daha 6nce bu alanda
yapilan ¢aligmalara, Pisum sativum subsp. elatius (M. Bieb.) Asch. & Graebn. tiirii ile
ilgili genel bilgilere ve hastalik etmeni olan Ascochyta pisi Lib. ile ilgili taksonomik ve
detayl bilgilere gerekli kaynaklar ve veri tabanlar1 kullanilarak ulagilmistir.

3.1. Materyal

Caligmanin genetik materyali, Antalya florasinda yayilig gdsteren Pisum sativum
subsp. elatius (M. Bieb.) Asch. & Graebn.’dir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Goyniik vadisi florasinda bulunan Pisum sativum subsp. elatius (M. Bieb.)
Asch. & Graebn. tiirii; @) bitkinin genel gortiiniimii; b) ¢igek yapisi; €) yaprak ve yaprak¢ik
yapist; d) bakla yapisi
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Kromozom Sayisi: 2n=14 (Fouzdar ve Tandon 1976)

Omiir: Tek yillik

Hayat Formu: Terofit

Habitat: Kayalik veya ¢imenlik yamaclar, harabeler, tarla kenarlari
Rakim: 0-1700 m

Endemizim Durumu:Endemik degil
Tiirkiye dagilimi:  Trakya, Dis Anadolu
Genel Dagilimu: G. Avrupa, Kirim, K. Afrika, Kibris, B. Suriye, Katkasya

3.2. Metod

3.2.1. Orneklerin toplanmasi

P. elatius tiirinlin Antalya florasinda yayilis gosterdigi alanlardan Goyniik
Kanyonu boélgesinde (Sekil 3.2) yaniklik semptomlar: olan hastalikli bitki pargalar
toplanmastir.

Sekil 3.2. Pisum elatius’un yayilis gosterdigi alanlardan Goyniik Kanyonu Bolgesi
Ornek alma islemi hava kosullarinin uygun oldugu giinlerde yapilmistir. Toplanan
orneklere ayr1 ayr1 sayilar verilmis ve kaydedilmistir. Orneklerin kuru olarak
saklanmasinda hassasiyet gosterilmistir. Tespit edilen bolgeler kayit altina alinmistir.
3.2.2. Yaniklik hastahiginin morfolojik olarak degerlendirilmesi
Toplanan hastalikli bitki pargalarinda (Sekil 3.3) gozlenen semptomlarin daha

onceki literatiirlerdeki morfolojik parametrelerle karsilastirilmast yapilmistir. Bunun
sonucunda bu semptomlarin A. Pisi kaynakli oldugu diisiiniilmiistiir.
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Sekil 3.3. Goyniik Kanyonu florasindan toplanan hastalikli bitki pargalari; a) hastalikli
yaprak ve yaprakg¢ik; b) hastalikli bakla

3.2.3. Fungusun izole edilmesi ve cogaltilmasi

Toplanan hastalikl1 bitki pargalar1 farkli ambalajlara koyulup gerekli gozlemler
yapilana kadar buzdolabinda +4 °C sicaklikta muhafaza edilmistir.

PDA ortaminin hazirlanmasi:

500 ml distile su ile 20 gr PDA (patates dekstroz agari) birbirne karistirilip
120°C’de 1 saat otoklav uygulanmis ve bir miiddet sogumaya birakilmistir. Sonrasinda 1
mg amphisilin,ile 10 ml su karigtirilarak ¢ozelti olusturulmus ve sogumaya birakilan
PDA’ya 2 ml aktarilmistir. Hazirlanmis olan ortam petrilere aktarilip 1 giin boyunca
beklemeye birakilmistir.

Mantarin izole edilme asamasinda, oOncelikle hastalikli bitki materyallerinin
yaniklik semptomlar1 gosteren yapraklari {izerindeki lezyonlardan stereo mikroskop
(Nikon SMZ 460) altinda igne ucuyla sporlar alinarak Ascochyta pisi mantari icerip
icermedigine bakilmistir. Lezyonlarin bulundugu bolgelerde A. Pisi mantari igeren
pargalar bistiiri ile alinip steril su damlatilan lamin iizerine koyulmustur. Sonrasinda
lamin iizerine lamel kapatilip sporlarin pargalanmasi i¢in yavasca ezilmistir. Hazirlanan
preperat binokiiler mikroskop (Nikon E-100) altinda incelenmeye alinmistir. Bu
mikroskopta goriilen sporlar, steril su ile karistirilip ependorf tiiplere konulmustur.

Besiyerine (PDA) ekim ve inkiibasyon:

Onceden hazirlanmis olan PDA ortamina sporlarin yayim islemi gergeklesmistir.
Ependorf tiipte bulunan sporlar 1:9 oraninda saf su ile seyreltilmistir (100 pl spor, 900 pl
saf su). Sonrasinda her bir besi ortamina 100 pl spor birakilmis ve alevle sterilize edilmis
drigalski spatiilii ile homojen sekilde yayilmistir. Petriler mantar gelisimi igin 1 hafta 25
°C sicaklikta iklim dolabinda bekletilmistir. 1 hafta sonunda koloniler gézlemlenmeye
baslanmistir (Sekil 3.4). A. Pisi oldugu disiiniilen kolonilerden bir parga alinarak yeni bir
PDA ortamina saf kiiltiir elde etmek amaciyla aktarilmistir. Kiigiik parcalar aktariimadan
once mantarin ortamdan kolay elde edilebilmesi i¢in 1 saat 120 °C ‘de otoklavlanarak
steril hale getirilen selefon kagitlart PDA ortaminin iizerine koyulmustur. Selefon
kagitlarin tlizerine saf kiiltiir aktarilmis ve petriler parafilm ile kaplanmistir. PDA
ortamlar1 25 °C’ye ayarh inkiibatérde 6-8 giin siire ile inkiibasyona birakilmustir.
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Sekil 3.4. Fungal kolonilerin gelisimi

Inkiibasyon siirecinden sonra gelisen fungus selefon kagit iizerinden kazinarak
(Sekil 3.5) DNA izolasyonuna hazir hale getirmek icin ependorf tiiplere aktarilmistir. Bu
ornekler DNA izolasyonuna kadar -20 °C’de saklanmustir.

Sekil 3.5. Fungus kazindiktan sonra PDA ortami
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3.2.4. DNA izolasyonu

Patates dekstroz agar1 ortaminda ¢ogaltilan fungal materyalin CTAB (cetyl
trimethyl ammonium bromide) metoduna gére DNA izolasyonu yapilmistir (Doyle ve
Doyle 1990).

Bu metoda gore; besi ortamindan alinan kii¢iik parga fungal materyal 1,5 ml’lik
ependorf tiiplerin igerisine koyulup, tizerine 500 ul CTAB tampon ¢ozeltisi eklenmistir.
Daha sonra fungal materyal tiip igerisinde kolaylikla hareket ettirilebilen pistiller ile iyice
ezilmistir. Sonrasinda DNA’larin siviyla karismasin saglamak amaciyla 65 °C’de 3 saat
250 rpm hizinda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra drnekler 14000 rpm
hizinda 20 saniye santrifiij edilmistir. Daha sonra 6rneklerden proteinin uzaklastirilmasi
icin 500 pl kloroform-izoamil alkol (24:1) ¢ozeltisi konularak 10 saniye kadar hafifce ters
diiz edilerek c¢alkalanmis ve 15 dakika 14000 rpm hizinda santrifiij edilmistir. Santrifiij
edilen ornekler, tiipiin iist fazinda DNA, alt tabakasinda kloroform ve orta kisminda ise
protein olacak sekilde ti¢ faza ayrilmistir. Tiipte bulunan yaklasik 350 pl’lik siipernatant
kisim 1,5 mI’lik temiz tiiplere alinmistir. Bu islem slipernatant kismin daha temiz ¢ikmasi
i¢in bir daha tekrarlanmis, bu sefer 350 pl kloroform-izoamil alkol eklenerek 15 dakika
14000 rpm hizinda santrifiij edilmistir. Bu islem sonucunda 250 pl’lik siipernatant kisim
1,5 ml’lik temiz tiiplere alinmistir. Bu faz igerisindeki DNA’nin ¢dkmesi i¢in, 250 pl
hacimde -20°C’de bulunan soguk izoproponal konulup 10 saniye kadar ¢alkalanmistir ve
sonrasinda -20 °C dondurucuda 1 giin bekletilmistir. Sonrasinda -20 °C’den alinan
orneklerin DNA’larmin ¢okelmesi amaciyla 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 %
70’1lik etanolden 700 pl konularak 14000 rpm’de 10 dakika boyunca tekrar santrifiij
edilmistir. Santrifiij edilen tiiplerin dibindeki pelete zarar vermeden sivilar bosaltilmig
ters ¢evrilerek 30-40 dakika boyunca agzi acik vaziyette tiip icerisinde kalan etanoliin
uzaklagmasi saglanmistir. Kurudugundan emin oldugumuz tiiplerin igerisine 50 pl saf su
konmustur. DNA’larin siviya ge¢cmesi i¢in ornekler +4 °C’de bir gece bekletilmis ve
sonrasinda bozulmamalari i¢in -20 °C’de saklanmustir.

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 transilluminatdr cihazi ile goriintiillenmistir.

3.2.5. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Bu ¢aligmada daha 6nce benzer ¢aligmalarda kullanilan (White vd. 1990) 20-22

baz araliginda 2 adet ITS primerleri kullanilmistir. Kullanilan primerlerin isimleri, baz

diziligleri ve baglanma sicaklar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan primerler, baz dizilisleri ve baglanma sicakliklar

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

1 ITS4 20 TCCTCCGCTTATTGATATGC 58

2 ITS5 22 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 63
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Onceki ¢alismalarda uygulanan PCR protokolleri (White vd. 1990, Bayraktar vd.
2007) bu c¢alismada denenerek en iyi sonucu veren miktar ve oranlar ile program
calistirilarak optimize edilmistir.

ITSS ve ITS4 primerleri kullanilarak reaksiyon hacmi toplam 15 pl olacak sekilde
hazirlanmis, MyGenie-96 Gradient Thermal Cycler marka cihaz ile asagidaki bilesen ve
kosullarda PCR reaksiyonu gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonu i¢in gerekli kimyasallar
ve miktarlar1 agagida verilmistir.

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

1,5 ul 10 X Buffer,

1,5 ul MgCly,

1,5 ul ANTPs,

0,4’er pl F ve R primer,

0,08 ul Taq Polimeraz,

1,5 pl fungal DNA

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

94 °C 5 dakika

94 °C 30 saniye

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

72 °C 10 dakika

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

3.2.6. Sekans analizi
Kalan PCR iiriinleri sekans analizleri i¢in kullanilmigtir. 25 pl PCR iiriint, 5’er pl
forward (ITS5) ve reverse primer (ITS4) hazirlanarak sekans analizinin yapilmasi i¢in

Macrogen firmasina  gonderilmistir.  Sekans analizleri iki yonlii  olarak
gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Pisum sativum subsp. elatius (M. Bieb.) Asch. & Graebn. tiiriinde A.pisi oldugu
diisiiniilen canli stres faktorii belirlenmistir. Morfolojik gézlemlere ek olarak hastalikli
bitki pargalar1 (Sekil 4.1) toplanarak molekiiler teshisleri de yapilmustir.

Sekil 4.1. Toplanan hastalikl1 bitki pargalar1 6rnegi

Hastalikl1 bitki pargalarindan elde edilen funguslar PDA (patates dekstroz agari)
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 gerceklestirilmistir. PCR iiriiniiniin sekanslama islemi
gerceklestirilmigtir. Fungal DNA’ya ait rDNA ITS bolgesinin (ITS-1, 5.8S rDNA, ITS-
2) 488 baz ¢ifti uzunlugundaki sekans1 Sekil 4.2°de verilmistir.

GTGGGCTTTGCCTGCTATCTCTTACCCATGTCTTTTGAGTACTTA
CGTTTCCTCGGTGGGCTCGCCCGCCGATTGGACAAATTTAAACCC
TTTGCAGTTGCAATCAGCGTCTGAAAAACATAATAGTTACAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA
ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGC
CTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGG
TGTTTGTCTCGCCTCTGCGTGTAGACTCGCCTCAAAACAATTGGC
AGCCGGCGTATTGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCA
CTCATAACGACGACGTCCAAAAGTACATTTTTACACTCTTGACCT
CGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATC

Sekil 4.2. Fungal DNA’ya ait rDNA ITS bdlgesinin sekansi

Elde edilen sekans sonucu ile BLAST analizi yapilmis ve diger tiirlerle yiiksek
derecede benzerlikler bulundurdugu goriilmiistir (Sekil 4.3).

BLAST analizi sonucunda Pisum sativum subsp. elatius (M. Bieb.) Asch. &
Graebn. tiirinde yanikliga sebep olan mantarin ITS bdlgesinin (ITS1-5.8S-1TS2)
sekansinin sonucu Uluslararast Biyoteknoloji Bilgi Servisi (NCBI) veri tabanindaki
Ascochyta pisi (Accession no: EU167557.1) ile % 99 oraninda ortiistiigii tespit edilmistir.
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Other reports: P Search Summary [Taxonomy. reports] [Distance tree of results] [MSA viewer]

© Graphic Summary

Distribution of the top 101 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse over fo see the fifle. click to show alignments

Color key for alignment scores
W-<40 M4o0-50 Ms0-80 Mso-200 W==200
I | I 1 | I
1 90 180 270 360 450
Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
1 Alignments g
A |
Description Max | Jotali Qs E Ident  Accession

score score cover value

Ascochyta pisi strain CBS 108.26 small subunit ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and intemal transcribed spacer 2, complete sec 89 891 100% 0.0 99% EU167557.1

Ascochyta lentis isolate MU AL1 18S ribosomal RNA gene. partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and intemal scrl spacer2 comp 887 887 100% 0.0 99% AY131201.1

Ascochyta pisi strain Iran 2437 C 18S ribosomal RNA gene. partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal trans spacer2, com| 885 885 100% 0.0 99% KX0333941

Ascochyta sp. 63i-229 18S ribosomal RNA gene. partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and intemal transcribed spacer 2, complete seque 885 885 100% 0.0 99% KF128887.1

Ascochyta sp. 61i-229 18S ribosomal RNA gene. partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and intemal transcribed spacer 2, complete seque 885 885 100% 0.0 99% KF128885.1

EU167560.1

Ascochyta viciae-villosae strain CBS 255.92 small subunit ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2. co 885 885 100% 0.0  99%

Ascochyta viciae-pannonicae strain CBS 254 92 small subunit ribosomal RNA gene, intemal transcribed spacer 1, 5.8 ribosomal RNA gene,_and intemal transcribed spacer; 885 885 100% 0.0 99% EU167559.1

plete sequer 883 883 99% 00 99%

ta sp. 6i-229 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; intemal transcribed spacer 1. 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, ¢

Microsphaeropsis proteae strain CPC 1423 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gene,_and internal transcribed spac 883 883 100% 0.0 99%

Didymella pisi 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and intemal cri spacer 2,_complete sequence; ani 881 881 99% 0.0 99% GU722316.1

Sekil 4.3. BLAST analiz sonuglari

Daha 6nce Ascochyta yanikligr ile ilgili diinyanin farkli iilkelerinde, farkli bezelye
tirlerinde yapilan karakterizasyon ¢alismalart mevcuttur. Ancak diinya genelinde Pisum
elatius tiiriindeki A. Pisi kaynakli yaniklik ile ilgili yapilan ¢ok az ¢aligma vardir ve hatta
iilkemizde yabani bezelyelerin hi¢birinde bu hastalik ile ilgili yapilan herhangi bir
calisma bulunmamastir.

Chilvers vd. (2007) Giircistan’nin ii¢ farkli bolgesinde yayilis gosteren Pisum
sativum subsp. elatius (M. Bieb.) Asch. & Graebn. bezelye tiiriinde bitkilerin
yapraklarinda Ascochyta yaniklig1 lezyonlar ile karsilasmislardir. Bu lezyonlarin kiiltiir
formlarindaki A. Pisi semptomlarina morfolojik olarak ¢ok benzedigi belirtilmistir.
Fungus, hastalikl1 bitki par¢alarindan izole edilerek floresan 15181 altinda su agarinda (%
3 konsantrasyon) 24 saat siireyle bekletilmistir. Daha sonra bu ti¢ fungus izolatlar1 A. Pisi
morfolojisine benzer koloniler olusturmaya baglamistir. DNA ekstraksiyonundan sonra
iki yonli sekanslama yapilmistir ve BLAST analizi sonrasinda en yakin eslesme ATCC
201617 nolu (Accession No. DQ383963) A. Pisi ile oldugu sonucuna ulasilmistir. Bu
sonuglar morfolojik gézlemleri dogrular niteliktedir ve bu ¢alima Giircistan’da P. elatius
tiirtinde goriilen A. Pisi yanikligr ile ilgili ilk ¢alismadir.

Kaiser vd. (2008) Ispanya’nin kuzeyinde yer alan Burgos sehrinin iki farkli
bolgesinde 2005, 2006 yillar1 Mayis ve Haziran aylarinda bezelye (Pisum sativum L.)
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yaprak ve govdelerinde Ascochyta yanikligi lezyonlar1 gozlemlemislerdir. Hastalik
semptomlar1 2005 yilinda bitkilerin ortalama % 47’sinde, 2006 yilinda ise % 72’ye ulasan
oranlarda oldugu belirtilmistir. Koyu kahverengi, dairesel ve nekrotik olan bu
lezyonlardan fungal izolatlar elde edilmis ve PDA (patates dekstroz agar1) ortaminda 20-
24 °C sicaklik araliginda 7 giin bekletilmistir. PDA ortaminda gelisen fungal kolonilerin
A. Pisi’ye benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Fungal izolatlardan elde edilen konidial
siispansiyonlar (5 x 10° conidia/ml) fasulye (Phaseolus vulgaris L. ‘Contender’), nohut
(Cicer arietinum L. ‘Blanco lechoso’), mercimek (Lens culinaris Medik. ‘Pardinar’),
bezelye (‘Lincoln’), ve bakla (Vicia faba L. ‘Alameda’) bitkileri tizerine bulastiriimustir.
Inokulasyondan 7 giin sonra Ascochyta yaniklig1 sadece bezelye govde ve yapraklari
tizerinde goriilmiistiir. Daha sonra fungal izolatlardan DNA ektraksiyonu yapilmis ve
sekanslamanin ardindan BLAST analizi yapilmistir. Analiz sonucu Uluslararasi
Biyoteknoloji Bilgi Servisi (NCBI) veri tabanindaki sonuglarla karsilastirilmistir ve
ATCC 201617 numarali izolat ile % 100 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Bu
sonuglar hem morfolojik hem de koloni gézlemi sonrasi kullanilan bezelye 6rneklerinde
A. Pisi Lib. Kaynakli yaniklik hastaligi oldugu fikrini dogrulamaktadir.

Yine baska bir ¢alismada Mathew vd. (2010) Temmuz 2018’de Dakota’nin
giineyinde bezelyelerin (Pisum sativum L. ‘Agassiz’) yapraklarinda ortas1 belirgin koyu
kahverengi lekeler gozlemlemislerdir. Semptom gosteren yapraklardan alinan kiiciik
kisimlar sterilize edilip patates dekstroz agarinda (PDA) 7 giin boyunca bekletilmistir.
Saf kiiltiir elde edildikten sonra olusan sporlarm A. Pisi Lib. ile benzerlik gdsterdigi tespit
edilmistir. Molekiiler teknikler kullanilarak morfolojik gézlemin dogrulanmasi saglamak
amaciyla elde edilen saf kiiltiirden DNA ekstraksiyonu yapilmistir. ITS I ve II bolgeleri
ITS 4 ve ITS 5 primerleri kullanilarak cogaltilmistir. Sekanslama isleminin ardindan
BLAST analizi yapilmis ve analizi yapilan fungusun A. Pisi var. pisi (GenBank Accession
No. EU167557) ile ortiistiigii tespit edilmistir. Bu ¢alisma, Gliney Dakota bolgesinde
bezelyede (P. sativum L.) A. Pisi kaynakli yaniklik ile ilgili yapilan ilk ¢caligmadir.

Gecmisten giiniimiize bu konuyla ilgili yapilan ¢alismalarin incelenmesi sonucu
farkli bezelye tiirlerinde farkli yaniklik patojenleri gozlemlenmistir. Ancak, hastalik
etmeni olan bu patojenlerin etki diizeyleri belirli yillar araliginda ve bolgeler bazinda
degisim gosterdigi goriilmektedir. Ornegin; Wallen vd. (1967a) 1950°li yillarda
Kanada’da bezelye tohumlarinda gorillen dominant patojenin A. Pisi oldugunu
belirtmislerdir. Yine Kanada’da ayni yil araliklarinda, Skolko vd. (1954) hastaligin
tohuma bulagma oranlarinin A. Pisi i¢in % 85, P. pinodes i¢in % 27.5 ve Phoma pinodella
icin % 10 oldugunu rapor etmislerdir. 1961 yilinda Century isimli ve A. Pisi’ye kars1
direngli olarak bilinen bir ¢esidin tanitilmasi sonucunda A. Pisi popiilasyonunun azaldigi
ve dominant patojenin bu kez P. pinodes oldugu belirtilmistir.

Yaniklik  hastaligt  sonucu olusan semptomlarin  morfolojik  olarak
degerlendirilmesi ile bu semptomlarin hangi patojenden kaynaklandig: yiiksek ihtimalle
tespit edilebilmektedir. Ancak funguslarin bir¢ogunun heniiz karakterize edilmemis
olmas1 ve ozellikle flamentli funguslarin taksonomisindeki karmasadan dolay1 hastalik
etmenleri teshisinde dizi analizlerinin yapilmasinin gerekliligi ortadadir. Bu alanda ilk
PCR uygulamasini rDNA’nin sekans analizi ve amplifikasyonu ile White vd. (1990)
yapmislardir. Bu ¢aligma funguslarin filogenetik ve taksonomik yakinliklarini belirlemek
i¢cin yapilmistir.
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DNA sekanslariin birgok organizmanin tiir teshisinin yapilmasinda oncelikli
bilgi kaynag1 olarak kullanilmasinin 6nemi giin gectikge artmaktadir (Savolainen vd.
2005). Bu sekanslar tiirlere ait genetik barkodlar olarak kullanilmaktadir ve Uluslararasi
Niikleotid Sekans Veritabanlari (INSDC) olan GenBank, EMBL ve DDBJ’de
saklanmaktadir. Bu sekilde yapilan tiir teshislerinin morfolojik teshise gore tespit
edilmesi kolay olmayan taksonlarin belirlenmesi ve fenotipik esnekten kaynakli yanlis
tanimlarinin 6niine gegebilmek gibi birgok avantajli yanlar vardir.
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5. SONUCLAR

Bu ¢alismada iilkemizde de yayilis gosteren Pisum sativum subsp. elatius (M.
Bieb.) Asch. & Graebn. tiiriniin canli stres etmenlerinden olan yaniklik hastaligi
incelenmistir.

Yaniklik hastaliginin tiirii hem morfolojik olarak hem de molekiiler tekniklerle
belirlenmistir. Mantarin ribozomal DNA ITS bolgesi sekanslanmis ve GenBank
veritabanindaki niikleotid dizileri ile karsilastirilmistir. BLAST analizi uygulanmis ve
hastaliga sebep olan mantarin A. pisi Lib. oldugu tespit edilmistir.

Giliniimiize kadar bezelyede ascochyta yaniklik hastaligi ve dayaniklilik
kaynaklar1 incelenmis ve hastaligin fizyolojik irklarinin farkli bolgelerde farkl etkilerde
bulundugu gézlemlenmistir. Bu sebeple, farkli cografik alanlarda irklar hakkinda giincel
bilgi ihtiyaci ve dayaniklilik calismalariin bolgeye spesifik irklarla yapilmasi gerekliligi
ortadadir.
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7. EKLER

Sekil 7.2. P. elatius’un yayilis gosterdigi bolgelerden birisi
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Sekil 7.3. Yaniklik hastalig1 goriilen orman sarmagigi
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