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OZET

ARPADA Pyrenophora teres f. teres MOLEKULER TESPITi: ERKEN
ENFEKSIYON ASAMASINDA IZLENMESINE YONELIK RT-PCR’ IN
OPTIMIiZASYONU
YUKSEK LiSANS TEZI
MUBERRA YEKEN
BOLU ABANT iZZET BAYSAL UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGIiTIiM ENSTITUSU
BITKi KORUMA ANA BIiLiM DALI
BiTKi KORUMA YUKSEK LiSANS PROGRAMI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. GOKSEL OZER)

BOLU, OCAK - 2025
X1l + 51 sayfa

Diinya’ da ve Tiirkiye’ de arpa ¢esitlerinde Pyrenophora teres f. teres’ in
neden oldugu ag benek hastaligi, dnemli iiriin kayiplarina neden olmaktadir. Bu
calismada, Tiirkiye’ nin farkli bolgelerinden toplanan hastalikli bitki 6rneklerinden
elde edilen izolatlar, morfolojik ve molekiiler teknikler kullanilarak tanimlanmis ve
en agresif izolat belirlenmistir. Daha sonra, lilkemizde yetistirilen 92 farkli arpa
cesidi bu izolat ile degerlendirilmis ve ¢esitlerin hastalik siddetine gore dayaniklilik
durumlar smiflandirilmigtir. Molekiiler tespit i¢cin SYBR Green I bazli RT-PCR
yontemi optimize edilmis ve P. teres f. teres’ e 6zgii PttQ4-F/PttQ4-R primer gifti
kullanilmistir. Bu yontemle enfekte bitki dokularinda patojen DNA’ siin kantitatif
olarak izlenmesi saglanmis ve 0,001 ng gibi diisiik seviyelerdeki patojen DNA’ s1
basariyla tespit edilmistir. Enfeksiyon sonrasi 1., 2., 3. ve 4. giinlerde yapilan
analizlerde, hassas ve dayanikli ¢esitler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar
oldugu tespit edilmistir. Caligmada elde edilen bulgular, arpa ¢esitlerinin hastaliga
dayaniklilik diizeylerinin patojen DNA miktarma dayali olarak siralanmasinm
saglamis, dayanikli ¢esitler olarak Harman ve Tokak 157/37, hassas ¢esitler olarak
ise Ince 04 ve Novasadski belirlenmistir. Sonug olarak, RT-PCR y&ntemi, ag benek
hastalig1 etmeninin erken donemde kesin ve hizli tespiti i¢in giiclii bir arag¢ olarak
degerlendirilmistir. Calisma, dayanikli ¢esitlerin belirlenmesi ve hastaliga karsi
etkili kontrol stratejilerinin gelistirilmesi siirecine katki saglamigtir.

ANAHTAR KELIMELER: Pyrenophora teres f. teres, Arpa, Real-Time PCR,
Patojenisite



ABSTRACT

MOLECULAR DETECTION OF Pyrenophora teres f. teres IN BARLEY:
OPTIMIZING RT-PCR FOR EARLY INFECTION MONITORING
MASTER THESIS
MUBERRA YEKEN
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION
(SUPERVISOR: PROF. DR. GOKSEL OZER )

BOLU, JANUARY 2025
XI1 + 51 pages

Barley net blotch disease caused by Pyrenophora teres f. teres causes
significant yield losses in barley varieties in the world and in Tirkiye. In this study,
infected plant samples collected from various regions of Tiirkiye were characterized
using morphological and molecular methods, and the most aggressive isolate was
identified. Subsequently, 92 barley varieties cultivated in Tiirkiye were evaluated
using this isolate, and their resistance levels were classified based on disease
severity. A SYBR Green I-based RT-PCR method was optimized using the PttQ4-
F/PttQ4-R primer pair specific to P. teres f. teres. This method enabled the
quantitative monitoring of pathogen DNA in infected plant tissues and successfully
detected pathogen DNA at concentrations as low as 0,001 ng. Analyses conducted
on the 1%, 2" 3" and 4" days post-infection revealed statistically significant
differences between resistant and susceptible varieties. Findings from the study
allowed the ranking of barley varieties based on their resistance levels, identifying
Harman and Tokak 157/37 as resistant varieties and Ince 04 and Novasadski as
susceptible varieties. In conclusion, the RT-PCR method was shown to be a
powerful tool for the rapid and accurate early detection of the net blotch pathogen.
The study contributed to the identification of resistant barley varieties and the
development of effective disease management strategies, supporting sustainable
barley production.

KEYWORDS: Pyrenophora teres f. teres, Barley, Real-Time PCR, Pathogenicity
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1. GIRIS

Poaceae familyas1 ve Hordeum cinsine ait olan arpa (Hordeum vulgare L.),
diinyada tahil {iretiminde misir, bugday ve celtikten sonra dordiincii sirada yer
almakta ve her y1l yaklasik 150 milyon tonluk tiretimiyle kiiresel tarirmdaki dnemini
stirdiirmektedir. Tirkiye’ de ise bugdaydan sonra en fazla ekilisi yapilan serin iklim
tahil1 cinsi arpadir. Bugdaya kiyasla daha soguk, kurak ve verimsiz topraklara
adaptasyon gostererek genis bir cografi dagilima sahip olan arpa, besin degeri
acisindan da zengin bir tahil olup, 6zellikle yiiksek protein ve lif igerigi ile dikkat
¢ekmektedir (Kiin, 1996; Zohary vd., 2012). Ancak yiiksek lif ve beta-glukan
icerigi sindirimi zorlastirmakta ve zayif gluten yapisi, rengi ve tadi sebebiyle insan
beslenmesinde oldukca sinirli kalmaktadir. Bunun yani sira yemlik ve malt sanayii
icin ham madde kaynag olarak biiyiik bir ekonomik dneme sahiptir.

Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiiti’ niin (FAOSTAT, 2024)
verilerine gore son yillarda diinya genelinde arpa liretim miktarlar1 degisiklik
gostermektedir (Sekil 1.1). Ozellikle Avrupa ve Avusturalya gibi énde gelen iiretici
tilkelerde istikrarlt bir durum s6z konusuyken, Orta Dogu ve Afrika’da diistisler
gozlemlenmekte ve bunun sebebinin kuraklik ve su kisitlamalart oldugu
diistiniilmektedir. Son yillarda en fazla arpa iiretimine sahip olan tilkeler Sekil 1.2’
de verilmistir. {lk on iilkenin yer aldigi siralamada yaklasik 18,5 milyon ton
iretimle Rusya birinci sirada yer alirken, Tiirkiye yaklasik 7,5 milyon ton ile

sekizinci sirada yer almaktadir.
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Sekil 1.2. 2012-2022 yillar1 arasinda ortalama arpa tiretiminin yapildig: ilk 10

ulkenin istatistikleri

2022 yilinda diinya tizerinde yaklasik 47,1 milyon ha alanda 155 milyon ton
arpa Uretimi gerceklesirken, AB %58,8 oranla bu iiretimde en biiyiik pay sahibi
olmustur. Ulkeler bazinda bakildiginda ise Rusya yaklasik 23,4 milyon ton iiretimle
diinya toplam arpa iiretiminin yaklasik %15’ini karsilayarak ilk sirada yer

almaktadir. Uretimde ikinci sirada 14,4 milyon ton (%9,2) ile Avusturalya yer



alirken, Tirkiye’ nin ise yaklasik 8,5 milyon ton (%5,4) ile altinci sirada
bulunmaktadir (FAOSTAT, 2024).

Tirkiye’ de iklim degisikligi, tarim politikalar, pazar talepleri, su
kaynaklarinin yetersizligi, hastalik ve zararli gibi faktoérlerden dolay1 arpa iiretim,
verim ve ekilen alanlarda yillara gore dalgalanmalar yasanmaktadir (Tablo 1.1).
Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2023 verilerine gére son yillarda biralik ve diger
arpanin, iiretim ve verim ortalamalar1 acisindan en diisiik seviyeleri 2021 yilinda
gergeklesmistir. 2022 yilinda bir 6nceki yila gore toplam arpa ekim alanlarinda
sadece %1 oraninda artig goriiliirken, iiretim oran1 %47,8” lik bir artig gostermistir.
2023 yilinda ise Tiirkiye’ de toplam tahil iiretimi yaklasik 42,2 milyon ton olurken,
toplam arpa tliretimi bir dnceki yila gore %8,2 oraninda artig gostererek yaklagik 9,2
milyon ton olarak gerceklesmistir. Ekim alanlar1 bir 6nceki yila kiyasla %2,46
oraninda artis gosterirken, verim degerlerinde ise %5,64 oraninda bir artis

gerceklesmistir (TUIK, 2024).

Tablo 1.1. 2018-2023 yillar1 arasinda Tiirkiye arpa ekim alani, tiretim miktar1 ve

verim degerleri

Tiirkiye Toplam Arpa Ekilen Alan (Dekar)

Yillar Birahk Diger Yesil Ot
2018 1.336.640 24.782.763 255.517
2019 1.304.304 27.386.411 285.969
2020 1.925.254 29.046.371 313.189
2021 1.536.574 30.154.431 279.422
2022 1.138.704 30.856.172 292.728
2023 1.079.040 31.702.723 283.874

Tiirkiye Toplam Arpa Uretim Miktar1 (Ton)

Yillar Birahk Diger Yesil Ot
2018 400.000 6.600.000 416.963
2019 400.000 7.200.000 466.979
2020 600.000 7.700.000 537.066
2021 250.000 5.500.000 443.553
2022 400.000 8.100.000 482.665
2023 400.000 8.800.000 537.942

Tiirkiye Ortalama Arpa Verimi (kg/da)

Yillar Birahk Diger Yesil Ot
2018 300 267 1.632
2019 307 264 1.633
2020 313 265 1.715
2021 173 187 1.587
2022 361 263 1.652
2023 371 278 1.895




Diinyada ve lilkemizde kiiltiirii yapilan arpanin iki ve alt1 sirali olmak tizere
farkli formlar1 mevcuttur. Bunlardan iki sirali olan arpa ¢esitleri malt sanayisinde
kullanilirken, alt1 sirali arpa daha ¢ok hayvan yemi olarak tercih edilmektedir.
Arkeolojik calismalar, kiiltiir arpasinin yaklasik 10.000 yi1l énce Israil, Urdiin;
Suriye ve bati iran’ 1 kapsayacak sekilde tanimlanan “Bereketli Hilal” bélgesinde,
yabani atasi olan Hordeum vulgare ssp. spontaneum (C. Koch)’ dan 1slah edildigini
gostermektedir (Bothmer ve Jacobsen, 1985; Badr vd., 2000; Pourkheirandish ve
Komatsuda, 2007). Anadolu’da da binlerce yildir ekimi yapilan arpanin gen
merkezleri igerisinde Tiirkiye’ de yer almaktadir (Kiin, 1996).

Arpa bitkisi diinyada ve iilkemizde oldukg¢a yaygin bir {iretim alanina sahip
olmasina ragmen verimi kisitlayan ve énemli iiriin kayiplarina neden olan bir¢ok
biyotik ve abiyotik stres faktorlerine maruz kalmaktadir. Abiyotik stres faktorleri
kuraklik, sicaklik, donma, ultraviyole, kuvvetli 1s1k, toprak tuzlulugu ve besin
eksikligi gibi cevresel unsurlar1 kapsamaktadir (Hirayama ve Shinoza, 2010).
Biyotik stres faktorlerinin neden oldugu hastaliklar, bocekler ve yabanci otlar ile
birlikte diinya genelinde bitkisel tiretimde %31 ile %42 arasinda degisiklik gdsteren
kayiplara neden olmakta ve bu oran gelismis {iilkelere kiyasla gelismekte olan
ilkelerde daha yiiksek seviyelerde goriilmektedir (Agrios, 2005). Hastaliklar
nedeniyle yasanan verim kayiplar1 tarimsal siirdiiriilebilirlik ve gida giivenligi
acisindan 6nemli bir tehdit unsuru olarak goriilmektedir.

Biyotik hastalik etmenleri igerisinde tahillar i¢in en yaygin ve tahripkar
olanlar1 fungal hastalik etmenleridir. Bunlardan bazilar1 toprak altinda ta¢ ve kok
cirtikliigiine sebep olurken, bazilari ise toprak iistii aksamda zarara sebep olarak
verim ve kaliteyi olumsuz yonde etkilemektedir. Bu hastalik etmenlerinden yaygin
olanlarin; Fusarium spp., Bipolaris spp., Puccinia hordei, Erysiphe graminis f. sp.
hordei, Rynchosporium secalis ve Pyrenophora spp. oldugu daha Onceki
caligmalarda bildirilmistir (Singh, 2017; Sara¢ vd., 2019; Alkan vd., 2022).

Pyrenophora tiirleri igerisinde 0Ozellikle Pyrenophora teres (Sacc.)
Drechsler, [anamorph: Drechslera teres (Sacc.) Shoemaker] arpada 6nemli bir
yaprak hastalig1 olan ag benek hastaliginin etmenidir. Patojen, P. teres f. teres ve
P. teres f. maculata olarak adlandirilan iki forma sahiptir. Bunlar sirasiyla yaprakta
ag tipinde (net form net blotch = NFNB) ince, uzunlamasina kahverengi lezyonlar
(Fotograf 1.1) ve nokta tipinde (spot form net blotch = STNB) klorotik bir haleyle

cevrili, koyu kahverengi eliptik lezyon belirtilerine neden olmaktadirlar



(Smedegard Petersen, 1971). Ag tipi belirtiler ilk basta nokta tipine benzerlik
gosterse de zamanla hassas ¢esitlerde ince koyu kahverengi cizgiler halinde gelisir

ve bu c¢izgiler birleserek yaprak yiizeyinde diizensiz desenler olusturmaktadir

(Mathre, 1982; McLean vd., 2009).

Fotograf 1.1. Ag benek hastaliginin arazi kosullarindaki belirtileri (a), kontrollii
kosullardaki ilk belirtileri (b)

Tirkiye Orta Anadolu bolgesinde yiiriitillen bir c¢aligmada hastalik
etmeninin iki formu da tespit edilmis olup yayginlik oranlari nokta tipinde %93,8
olarak goriiliirken, ag tipi ise %6,2 olarak belirlenmistir (Aktas, 1997). Diger bir
caligmada ise Damgaci (2014) ag tipinin daha yaygin oldugunu tespit etmistir.

Pyrenophora teres’ in hem eseyli hem de eseysiz iireme yetenegine sahip
oldugu ifade edilmistir. Eseysiz yasam dongiisii, konidilerin riizgar ve yagmur
yoluyla yayilmasinin yani sira patojenin tohumda miselyum olarak kislamasini da
icermektedir. Eseyli lireme igin ise patojenin zit ¢iftlesme tiplerinin (MAT-1 ve
MAT-2) konukgu tizerinde bir araya gelmesi gerekmektedir (Rau vd., 2005). Hasat
sonrasi artiklarda olusan eseyli tireme yapilar1 olan pseudotesyumlar da patojenin
kis boyunca hayatta kalmasin1 saglamakta ve sonrasinda olusan askosporlar veya
tohum kaynakli miselyum ve konidilerle primer enfeksiyona neden olmaktadir.
Patojenin karmasik bir iireme yapisinin olmasi sonucunda genetik cesitlilik ve
patojenik varyasyonda olusan artig, etmenin g¢evresel kosullara daha iyi uyum
saglamasina katkida bulunmakta ve fungisitlere karsi hizli bir sekilde dayaniklilik

gelistirmesine yol agabilmektedir (Piitsepp vd., 2024).



Hastaligin neden oldugu verim kaybi genellikle %10 ila %40 oraninda
olmakla birlikte etmenin hastalandirma kabiliyeti, konuk¢unun hassasiyeti ve
uygun ¢evre kosullarina gore bu oran %70’ lere ¢ikabilmekte ve biitiin iiriinii de
tehdit edebilmektedir (Oguz vd., 2019; Abebe, 2021; Dahanayaka vd., 2021).
Etmen yapraklarda olusturdugu belirtilerin yani1 sira yaprak kini, govde ve tanelerde
de hasara neden olarak arpanin maltlik ve yemlik kalitesini diistirmektedir (Mathre,
1997; Liu vd., 2011).

Ag benek hastaligina karst miicadelede fungisit uygulamalar, kiiltiirel
yontemler ve konukcu direncini arttirma gibi ¢esitli stratejiler kullanilmaktadir.
Sertifikal1 ve saglikli tohumlarin kullanimu ile birlikte ekim ndbeti ve toprak isleme
gibi uygulamalar, hastaligin primer inokiillum kaynaklarin1 yok etmek icin
kullanilan temel yontemler arasinda yer almaktadir. Yesil aksamda fungisit
uygulamalari1 kimyasal miicadele ile hastalig1 kontrol atinda tutmay1 miimkiin kilsa
da bu yontem ekonomik acidan siirdiiriilebilir goriilmemektedir. Uzun vadeli ve
etkili bir kontrol i¢in en iyi yol, dayanikl cesitlerin ekimi ve gelistirilmesidir
(Mathre, 1997; Shipton vd., 1973). Ancak patojen popiilasyonlarindaki yiiksek
genetik ¢esitlilik ve varyasyon bu etmene karsi dayanikli ¢esit 1slahimi
zorlastirmaktadir (Liu vd., 2011)

Hastaligin = neden  oldugu  ekonomik  kayiplar g6z  Oniinde
bulunduruldugunda, riskleri azaltmak ve yonetmek i¢in uygun miicadele
stratejilerinin gelistirilerek hastaligin kontrol altinda tutulabilmesi adina etmenin
dogru ve hizl bir sekilde tanimlanmasi kritik bir 6nem tasimaktadir.

Morfolojik karakterizasyon ve kiiltiirel teknikler gibi geleneksel patojen
tanimlama yontemleri genellikle zaman alici, 6zgiilliikten yoksun ve uzman
bagimlilig: yiiksek olarak degerlendirilmektedir. Ayrica P. teres’ in iki formunun
yapraklardaki 1ilk belirtileri benzerlik gosterebilmekte olup ayni tarlada
Pyrenophora graminea ve Bipolaris sorokiniana’ nin da enfeksiyon zamanlarina
gore P. teres belirtileri ile karistirtlabildigi gozlemlenmistir (Tekauz ve Mills,
1974).

Molekiiler tekniklerin gelisimi, patojen ayrimi i¢in hizli ve kesin bir
yaklasim sunmanin yani sira popiilasyon genetigi, konuk¢u-patojen etkilesimlerinin
analizi ve karantina uygulamalar1 gibi pek ¢ok alanda genis bir kullanim alanina

sahip olmustur. Bu teknikler, semptomlardan bagimsiz olarak diisiik diizeylerdeki



patojen tespitini saglayabilmekte ve genetik cesitliligin belirlenmesine de imkan
sunmaktadir.

Real-time PCR (RT-PCR), hedef DNA’ nin hem kalitatif hem de kantitatif
analizini gerceklestirebilen bir yontem olup, niikleik asit amplifikasyonuyla eg
zamanli olarak artan floresan sinyalinin Ol¢lilmesine dayanmaktadir. Bu teknikte
diziye 6zgii problar veya diziye 6zgii olmayan floresan boyalar olmak iizere iki ana
yaklasim kullanilmaktadir. RT-PCR uygulamalarinda bitki patojeni funguslarin
tespitinde en yaygin kullanilan boyalardan biri ¢ift iplikli DNA’ ya baglanabilen
SYBR Green I’dir. Bu teknoloji, polimerizasyon agsamasinda hedef DNA c¢ift
sarmal hale geldik¢e boyanin baglanma miktar1 artarak floresan sinyalinin
giiclenmesine yol agmaktadir. Ayrica, klasik PCR’ a kiyasla daha hizli ve hassas
sonug¢ veren RT-PCR yo6ntemi, es zamanli izleme imkani saglamasi ve sonug almak
i¢in ek bir teknige ihtiya¢ duyulmamasi gibi avantajlartyla 6ne ¢ikmaktadir (Schaad
ve Frederick, 2002; Schena vd., 2004). Bu avantajlar1 sayesinde, RT-PCR yontemi
cesitli bitki patojenlerinin tespiti i¢in yaygin ve etkili bir sekilde kullanilmaktadir
(Alkan vd., 2022; Bayraktar vd., 2016; Chen vd., 2013; Jimenez-Fernandez vd.,
2011; Ozer ve Bayraktar, 2019; Poudel vd., 2017; Tooley vd., 2006).

1.1 Arpa Hastalklar1 Hakkinda Genel Bilgiler

Tiirkiye’ de arpa hastaliklari ile ilgili yiiriitiilen baz1 ¢alismalar asagida yer
almaktadir.

Aktas (1987), Orta Anadolu Bolgesi’ nde yapmis oldugu ¢alismada 109
tarlanin 79’ unda P. teres tespit etmis ve hastalik yogunlugunu %13,4 olarak
belirlemistir.

Celik ve Oguz (2012), Eskisehir’ de farkli ilgelerden 121 arpa tarlasi
orneklemisler ve bunlarin 114’ iinde ag benek (P. teres), 108’ inde yaprak yaniklig
(R. secalis), 59’ unda ¢izgili yaprak lekesi (P. graminea), 33’ iinde kahverengi pas
(Puccinia hordei), 11’ inde kiilleme (E. graminis f. sp. hordei), 9’ unda kara pas
(Puccinia graminis f. sp. tritici) ve 4’ linde rastik (Ustilago spp.) hastaligina
rastlamislardir. ilgeler bazinda bakildiginda ise sorvey gerceklestirilen 13 ilgenin

tamaminda P. teres, R. secalis ve P. graminea tespit edilmistir.



Damgaci (2014), 2008-2013 yillarinda Tiirkiye’ de 504 arpa tarlasinda
yaptig1 sorveyler sonucunda %51,2 oraninda ag benek hastaligi tespit etmis ve en
yiiksek oranin %80,2 ile Trakya bolgesinde oldugunu vurgulamastir.

Ankara’ nin Bala il¢esinde yiiriitiilen bir calismada 50 adet arpa tarlasinda
inceleme yapilmis ve yayginliklari sirasiyla olacak sekilde P. teres f. maculata, P.
teres f. teres, P. graminea, R, secalis ve E. graminis f. sp. hordei etmenleri tespit
edilmistir (Ertiirk vd., 2018).

Ankara’ nin Cubuk ilgesinde yiiriitiilen diger ¢alismada da benzer sekilde
18 arpa tarlasinda P. teres f. teres, P. teres f. maculata, P. graminea, R. secalis, E.
graminis f. sp. hordei, Puccinia striiformis, P. hordei ve P. graminis f. sp. tritici
tespit edilmistir (Ilgen vd., 2017).

Kirikkale ilinde yapilan bir ¢aligmada 128 arpa tarlasinda goriilen yaprak
hastaliklart ve cesitli pas hastaliklart morfolojik olarak tespit edilerek ekim
alanlarindaki rastlanma oranlar: ve olumsuz etkileri vurgulanmistir. Hastaliklarin
yayginlik oranlar1 ortalama %5,63 P. teres f. maculata, %1,77 P. teres f. teres,
%0,35 P. graminea, %4,37 R. secalis, %0,53 E. graminis f. sp. hordei, %0,06 P.
striiformis, %0,47 P. hordei ve %0,03 P. graminis f. sp. tritici olarak tespit
edilmistir (Ozdemir vd., 2017).

Sarag vd. (2019), Elaz1g ilinde yiiriitmiis oldugu calismada 42 arpa tarlasinin
23’ iinde P. teres f. maculata, 21’ inde P. teres f. teres, 19° unda ise R. secalis
yogunlukta olmak {izere gesitli yaprak hastaliklari tespit etmistir.

Seidi vd. (2019), Edirne’ de yiiriittiigii calismada arpa tarlalarinda bir¢ok
yaprak hastaligl gozlemlemistir. En yaygin olarak P. teres’ in neden oldugu ag
benek hastalig1 goriilmiis ve onu R. secalis takip etmistir. Bunlarin yani sira kiilleme
(E. graminis f. sp. hordei), arpa kahverengi pasi (P. hordei) ve Bipolaris yaprak
lekesi (B. sorokiniana) hastaliklar1 da saptanmustir.

Yukarida verilen literatiir bulgular1 {ilkemizde arpa {retimi yapilan
alanlarda hastalik ¢esitliliginin yliksek oldugunu ve ag benek hastaliginin yayginlik

gosterdigini agiklamaktadir.
1.2 Pyrenophora teres’ in Taksonomisi ve Genel Ozellikleri

Pyrenophora teres ag benek hastaliginin etmeni olup diinya ¢apinda arpa
ekimi yapilan tim bdlgelerde onemli ekonomik kayiplara sebep olabilen bir

hastalik olarak ortaya ¢ikmistir (Shipton vd., 1973). Bunun yani sira bugday



(Triticum aestivum L.), yulaf (Avena sativa L.), Agropyron, Bromus, Elymus,
Hordelymus, Stipa ve diger Hordeum tiirleri gibi ¢esitli cinslerden bitkileri de
etkileyebilmektedir (Tomic vd., 2024).

Patojen; Fungi aleminden Ascomycota subesine bagli Pezizomycotina alt
subesi, Dothideomycetes sinifi, Pleosporales takimi, Pleosporaceae familyasinda
yer almaktadir. Pyrenophora cinsinin 135 tiiri bulunmakta olup 6zellikle arpa ana
konukgusu olarak kabul edilmektedir. Arpa hastaliklari igerisinde yer alan yaygin
Pyrenophora tiirleri; P. graminea, P. japonica ve P. teres olarak bilinmektedir
(Backes vd., 2021).

Pyrenophora teres benzer morfolojilere sahip fakat farkli hastalik belirtileri
olusturan ag ve nokta formu olmak {izere iki farkli tipe sahiptir. Pyrenophora teres
f. teres ag tipi uzun kahverengi lezyonlar seklinde belirtiler gosterirken, P. teres f.
maculata nokta tipinde belirli klorotik alanla ¢evrili oval, koyu kahverengi
lezyonlar seklinde belirtilere neden olmaktadir (Smedegard-Petersen, 1976; Backes
vd., 2021).

Rau vd. (2007) bu iki formun morfolojik olarak benzer olsa da genetik
olarak farkliligini 6ne siirerek iki formun hastalandirma kabiliyeti ve konukcu
direnci bakimindan ayr1 ayri ele alinmasi gerektigini belirtmistir.

Pyrenophora teres’ in dogada hem eseyli hem de eseysiz olarak
cogalabildigi fakat eseyli liremenin patojenin genetik degisikligine daha ¢ok katki
sagladig1 bilinmektedir (Backes vd., 2021). Eseyli ireme i¢in, patojenin MAT-1 ve
MAT-2 ¢iftlesme tiplerinin konukcu iizerinde bir araya gelmesi gerekmektedir (Rau
vd., 2005). Bunun sonucunda patojenin genetik ¢esitliligi ve patojenik
varyasyonunun artmasiyla birlikte adaptasyon yeteneginin de gelismesi sz
konusudur. Bu sekilde karmasik bir iireme sistemine sahip olan patojen
popiilasyonlarinin, olumsuz kosullara karsi hizli bir sekilde adapte olmasi
beklenmektedir (McDonald vd., 2002).

Pyrenophora teres f. teres; arpa bitkilerinin yaprak, yaprak kilifi sap ve
tanelerini enfekte edebilmektedir fakat esas olarak yaprak belirtileri hastaligini
tanimlamaktadir.  Patojen, yaprak ylizeyinde dogrudan  penetrasyon
gerceklestirmekte ve 24 saat icerisinde penetre edilen bolgede dairesel ve eliptik
olmak {izere lezyonlar goriilmektedir. Zamanla yaprak damari boyunca dikey
olarak biiyiiyen lekeler koyu kahverengi lezyonlara doniismektedir. Semptom

yogunlugu patojenin hastalandirma kabiliyetine, konuk¢u genotipine ve gevresel



kosullara baghdir. Hassas c¢esitlerde lezyonlarin c¢evresi klorotik alanlar
icerebilirken, dayanikli ¢esitlerde ise belirtiler nokta benzeri lezyonlarla sinirlt
kalabilmektedir (Liu vd., 2011).

Patojenin yasam dongiisii, onun biyotrof, nekrotrof veya hemibiyotrof
olarak siniflandirilmasina olanak tanimaktadir. Enfeksiyon siireci boyunca patojen
iki ana gelisim evresinden gegmektedir. Ik asama biyotrofik ve asemptomatik olup,
epidermal hiicrelere niifuz etme ve mezofil dokusunda yayilma o6zellikleri ile
tanimlanmaktadir. ikinci asama ise birkag giin sonra baslar ve patojenin nekrotrofik
evreye gectigini gosteren kloroz ve nekroz belirtilerinin ortaya ¢ikmasiyla kendini
belli etmektedir (Kumari vd., 2023; Tomic vd., 2024).

Yapilan arastirmalar sonucunda etmenin uygun sicaklik ve nem kosullar
saglandiginda enfekteli bitki artiklari tizerinde pseudotesyum olusturarak ve tohum
embriyosunda miselyum olarak kislama halinde hayatta kalabildigi hem tarla hem
de laboratuvar kosullarinda gézlemlenmistir (McLean vd., 2009). Pseudotesyum
olusumu i¢in ideal sicaklik 10-15°C olarak tespit edilmistir (Shipton vd., 1973).
Olusan askokarp yapilarinin igerisinde 30-61 pmx180-274 um boyutlarinda askus
ve her askusun da 18-28 umx43-61 um ebatlarinda genellikle ii¢ veya dort enine
septali olacak sekilde sekiz adet agik kahverengi askosporlar icerdigi belirtilmistir
(Liu vd., 2011).

McLean vd. (2009), askosporlarin riizgar veya yagmur yoluyla yayilarak
primer enfeksiyonu sagladigini, konidilerin ise primer enfeksiyondan 14-20 giin
sonra olusarak sekonder enfeksiyonlara sebep olup uygun kosullarda primer
enfeksiyonda da rol alabildigini ifade etmistir. Konidiler, konidioforlarin {izerinde
tek baglarina veya ikili ya da tgli gruplar halinde 30-174 pmx15-23 pum
boyutlarinda piiriizsiiz, silindirik ve diiz, sarims1 kahverengi renkte olusmaktadir.
Bagil nem, sicaklik, yaprak 1slaklig1 gibi ¢evresel faktorler uygun oldugu siirece
bitkinin yetistirilme donemi boyunca hastalik siddetini arttiracak sekilde dongii
tekrarlanabilmektedir.

Smedegard-Petersen (1972), yaygin olmamasma ragmen hem konukgu
tizerinde hem de kiiltir ortaminda P. teres’ in piknit ve piknidiosporlarin
gbzlemlemistir. Patojenin piknitlerinin kiiresel veya armut gibi farkli sekillerde,
sarims1 kahverengi renkte 64-172 um boyutlarinda oldugu, piknidiosporlarinin ise
0-1,9 umx1,4-3,2 um Odlciilerinde, septasiz, kiiresel veya elipsoid sekilli olarak
gozlemlendigi ifade edilmistir (Liu vd., 2011). Jordan (1981) arpa yapraklarini
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piknidiosporlar ile inokiile etme girisiminde bulunmus fakat basarisiz olmustur. Bu

sebeple piknidiosporlarin etmenin yagam dongiistindeki rolii anlagilamamustir.
1.3 Pyrenophora teres ile Tlgili Yapilmis Calismalar

Smedegard-Petersen (1971), P. teres’ in morfolojik olarak ayirt edilemeyen
iki formu i¢in P. teres f. teres (Ptt) ag tipi ile P. teres f. maculata (Ptm) nokta tipi
olarak ayrimlarin1 6nermis ve bu durum yaygin olarak kabul edilmistir.

Patojen ve arpa arasindaki etkilesim, konukcu direnci, patojenin
hastalandirma kabiliyeti ve ¢evre kosullar gibi ¢esitli faktorlerden etkilendigi icin
karmasik bir yapiya sahiptir. Pyrenophora teres popiilasyonlari igerisinde yapilmis
olan kapsamli ¢aligmalar eseysiz iiremenin baskin oldugunu ve giiclii allelik
iligkilere sahip sinirli sayida genotipe yol agtigini ortaya koymustur (LeiSova vd.,
2005; Bouajila vd., 2013). Ancak bununla birlikte eseyli iiremenin de gercekleserek
genetik cesitlilige katkida bulundugunu, c¢evresel degisikliklere olan adaptasyonu
arttirarak hastalandirma kabiliyetini de yonde etkiledigi ve boylelikle konukgu
direncini kirmada kritik bir role sahip oldugu tespit edilmistir (Rau vd., 2007; Oguz
vd., 2018; Dokhanchi vd., 2021). Hem eseyli hem de eseysiz {ireme
gerceklestirebilen organizmalarin gen aktarimlariyla yliksek mutasyon oranlarina
sahip olabilecegi diisiiniilmektedir (McDonald ve Linde, 2002). Bu tip patojenler
tarimsal iretimde hastaliklarla savasim acisindan endise verici sonuglar
dogurabilmektedir.

Pyrenophora teres’ in patotipik varyasyonu ile iliskili ilk rapor Pon (1949)
tarafindan yayinlanmistir. Pon ¢alismasinda izolatlarin farkli ¢esitler tizerinde farkli
hastalandirma kabiliyetlerine sahip oldugunu belirtmistir. Farkli patotiplerin
yayginligi ve varyasyonlari cogunlukla konukgulardan etkilenmekte ve
yayginliklar1 cografi kosullara gore degisebilmektedir. Hem patojenin hem de
konuk¢unun genetigi zaman i¢inde degiskenlik gosterdigi i¢in konukcu direncini
korumak oldukga gii¢ olmaktadir. Sonrasinda yapilan bir¢ok ¢alismada patojenik
varyasyonun oldugunu dogrulanmistir (Khan ve Boyd, 1969; Tekauz 1990; Tekauz
Mills 1974; Arabi vd., 2003; Cromey ve Parkes 2003; Tuohy vd., 2006; Jebbouj ve
El Yousfi 2010; Boungab vd., 2012; Liu vd. 2012; Akhavan vd., 2016; Wallwork
vd., 2016).
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Arpada ag benek hastaligi ile ilgili ilk derleme Shipton vd. (1973) tarafindan
yayinlanmigtir. Caligsma; hastaligin 6nemi, gelisimi, dagilimi ve konukgu-patojen
iliskilerine dair 6nemli bilgiler igermekte olup sonraki arastirmalar i¢in de referans
niteligi kazanmustir.

Inokulasyon sonrasinda 24-48 saat gibi kisa bir siirede semptomlarin
goriilmeye baslanmasi patojen tarafindan salgilanan toksinlerin etkisine
baglanmaktadir (Tomic vd., 2024). Pyrenophora teres tarafindan toksin
salgilanmasina yonelik ilk bulgular Smedegard-Petersen (1977) tarafindan rapor
edilerek bunlara toksin A ve toksin B ad1 verilmistir. Bundan kisa bir siire sonra
Bach vd. (1979) tarafindan toksin C olarak adlandirilan yeni bir toksin daha
kesfedilmistir ve bu toksinin P. teres kiiltliriinde salgilanan ana toksin oldugu
anlasilmistir (Friis vd., 1991).

Kanada’ da 1974 yilinda yapilan bir ¢alismada dort arpa hattindan olusan
bir diferansiyel set kullanilmis ve P. teres igin ti¢ biyotip tanimlanmistir (N-tipi,
VN-tipi, S-tipi). Biyotiplerden iki tanesi Ptt’ nin sebep oldugu NFNB’ ye karsilik
gelirken, digeri ise SFNB’ ye karsilik gelmistir. Ayn1 zamanda ag formu ve nokta
formu izolatlarina karsi ¢esitler arasi gosterilen direng farkliliklar tespit edilmistir
(Tekauz ve Buchannon 1977).

Tekauz (1978), daha 6nce tanimlanmis olan biyotiplerin dagilim ve sikligin
belirlemeyi amaglamustir. 114 tarlada gergeklestirdigi ¢alismada iki sirali arpa
tarlalarinin (44 tarla) hepsinde ve alt1 sirali arpa tarlalarinin (70 tarla) %61’ inde
etmenin ag formu tespit edilirken, nokta formunun goriilme siklig1 yalnizca %3
oraninda olmustur. Ayrica her biyotipin dagilimu iller bazinda farklilik gdstermistir.

1985 yilinda Bat1 Kanada’ da 219 farkl arpa tarlas1 6rneklenmis ve 219
izolat toplanmistir. 12 farkli arpa hattindan olusan bir diferansiyel set kullanilarak
yapilan analizler sonucunda izolatlarin %82’ sini ag formunun olusturdugunu ve
hatlarin fenotiplerine dayali olarak ise 45 patotipe ayrilabildigi ifade edilmistir. Bu
durumla birlikte patojen popiilasyonunda yiiksek diizeyde bir ¢esitlilik oldugu
vurgulanmistir (Tekauz, 1990).

Steffenson ve Webster (1992), yaptig1 calismada farkli patotiplerin mevcut
oldugunu ve bunlarin arpa gesitleri tizerinde farkli etki derecelerine sahip oldugunu
belirtmistir. Belirli arpa ¢esitlerinin ise baz1 patotiplere karsi daha direngli oldugunu
ortaya koyarak tarimsal uygulamalarda dayanikli ¢esitlerin kullanilmasinin

Onemini ifade etmistir.
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Grewal vd. (2008) yiiriittiigii ¢aligmada, Avustralya, Kanada ve farkli
kaynaklardan elde edilen 42 arpa hattinin Kanada’ dan saglanan 4 nokta tipi ve 6
ag tipi P. teres izolatina kars1 reaksiyonlar1 incelenmis ve ag tipi izolatlarinin nokta
tipine gore daha viriilens oldugunu bildirmistir.

Karakaya vd. (2015), Tiirkiye’ nin Eskisehir, Diyarbakir ve Sivas illerinden
izole edilen ti¢ Ptt izolatina kars1 25 adet arpa ¢esidinin fide donemi reaksiyonlarini
incelemistir. En duyarl cesitler olarak Biilbiil 89 ve ince 04 tespit edilmis ve bunlar
sirastyla Cildir 02, Ozdemir 05 ve Hamidiye 85 cesitleri takip etmistir. En dayanikli
cesit olarak Harman ¢esidi bulunmus ve bunu Lord, Yergil 147, Erginel 90, Bilgi
91, Unver ve Aydanhamm ¢esitleri izlemistir. Izolatlar arasinda viriilens
farkliliklart gézlemlenirken Diyarbakir’ dan elde edilen izolatin en agresif oldugu
gorilmistiir.

Akhavan vd. (2016), Bat1 Kanada’ dan 39 Ptt ve 27 Ptm izolat1 elde etmis
ve bunlarin hastalandirma kabiliyetlerini diferansiyel set kullanarak incelemistir.
Kiime analizleri sonucunda izolatlardan sirasiyla 16 ve 13 farkli patotip grubu tespit
etmistir. Sonuglar CI 5791 ve CI 9820 arpa diferansiyel hatlarinin Ptt izolatina
karsi, CI 9214 diferansiyel hattinin ise Ptm i¢in direngli oldugunu goéstermis ve
Kanada’ nin arpa 1slah programlari i¢in potansiyel diren¢ kaynaklarina sahip
oldugunu ortaya koymustur.

Oguz vd. (2019) Tiirkiye’ nin farkli bolgelerinden elde edilen Ptt ve Ptm
izolatlarmin genetik cesitliligini inter-simple sequence repeat (ISSR) markor
sistemini kullanarak incelemistir. Sonuglarda Ptm izolatlarinin genetik benzerlik
orani Ptm izolatlara gore daha diisiik diizeyde tespit edilmistir. Cografi bolgelere
gore net bir ayrim olmamakla birlikte Ptt popiilasyonlarinin lokasyonlara gore daha
cok kiimelendigi gézlemlenmistir. Tiirkiye” de P. teres popiilasyonlari iizerine ilk
kez yapilmis olan bu ¢alismanin hastaligin kontrol stratejilerinin gelistirilmesine

katki saglayacagi vurgulanmistir.

2020 yilinda Ptm patotiplerini belirlemek amaciyla yapilan ¢aligmada, 22
adet uluslararasi cesit ve genotipten olusan diferansiyel set ile Tiirkiye’ de duyarli
cesit olarak bilinen Biilbiil 89, Tiirkiye’ nin farkli bolgelerinden elde edilen 45
izolat kullanilarak test edilmistir. Toplamda 45 izolattan 19 adet patotip belirlenmis
ve bu setin Ptm patotiplerini belirlemek i¢in kullanilabilecegi tespit edilmistir
(Beishenkanova vd., 2020).
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Araya vd. (2022)’ nin yiiriitmiis oldugu g¢alismada Tiirkiye’ nin farkl
bolgelerini temsilen 38 adet iki sirali arpa ¢esidi ile Biilbiil 89 ve Aver 2002
cesitlerinin fide doneminde Ptm’ nin iki izolatina kars1 gosterdigi reaksiyonlar
degerlendirilmistir. Diyarbakir’ dan temin edilen 33 numarali yerel ¢esit patojene
kars1 yliksek dayaniklilik gosterirken, Bilecik-So6giit’ ten elde edilen 10 numarali
yerel cesit ve Biilbiil 89 cesitleri en duyarli olarak bulunmustur. Diger yerel
cesitlerin ¢ogu "orta derecede dayanikli-orta derecede duyarli" ile "orta derecede
duyarli-duyarli” arasinda siniflandirilmistir. 33 numarali yerel ¢esidin ag benek
hastaliginin ag formuna kars1 dayanikli ¢esit 1slahinda genetik potansiyel tagidigi

belirtilmistir.

1.3.1 Molekiiler Calismalar

Caligmalar Ptm ve Ptm’ nin genetik olarak izole oldugunu ve iki farkli tiir
olarak degerlendirilmesi gerektigini vurgulamistir (Ellwood vd., 2012; Rau vd.,
2007). Her iki P. teres formunun da dogru bir sekilde tanimlanabilmesi igin gesitli
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanli primerler gelistirilmistir.

1994 yilinda Peever ve Milgroom random amplified polymorphic DNA
(RAPD) markorlerini gelistirmis, Almanya, ABD ve Kanada’ dan elde ettigi bes
adet Ptt popiilasyonunun genetik ¢esitliligini incelemistir. Sonrasinda P. teres
lizerine yapilan birgok RAPD c¢alismasi ayni sekilde polimorfizmleri belirlemek
(Peltonen vd., 1996; Johnsson vd., 2000; Campbell vd., 2002; Bakonyi ve Justesen,
2007) veya patojene 6zgii spesifik PCR primerleri gelistirmek (Taylor vd., 2001;
Williams vd., 2001) amaciyla gerceklestirilmistir.

Williams vd. (2001) Ptm ve Ptm’ yi ayirt edebilmek i¢in RAPD tabanli 6zel
bir primer seti gelistirmistir. Keiper vd. (2008) dokuz adet diagnostik simple
sequence repeats (SSR) markérii, Lu vd. (2010) ise ciftlesme tipine spesifik tek
niikleotid polimorfik primerler gelistirmistir. Bu primerler P. teres’ in formlarini
birbirinden ayirt edebilmek amaciyla tasarlanmastir.

Zhang ve Berbee (2001), internal transcribed spacer (ITS) bolgesi ve
gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) primerlerini kullanarak P. teres
filogenetiginin anlasilmasina ve patojenin taksonomisine dnemli dl¢iide katkida
bulunmuslardir. Calisma, yapilan morfolojik siniflandirmalarin molekiiler verilerle
desteklenmesinin 6nemini vurgulamistir. Martin-Felix vd. (2019) Pyrenophora

tiirlerini teshis etmek i¢in basta ITS, GAPDH ve RNA polymerase 11 second largest
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subunit gene (RPB2) olmak iizere farkli gen gruplarinin ¢alisilmasi gerektigini ileri
sturmiistiir.

Bates vd. (2001), arpa tohumlarinda farkli Pyrenophora tiirlerinin neden
oldugu enfeksiyonlarin dogru ve hizli bir sekilde tespitini saglamak amaciyla RT-
PCR yontemi gelistirmistir. Primerler, Pyrenophora tiirlerinin ITS bolgeleri sekans
verileri temelinde gelistirilmistir. SYBR Green I teknolojisi kullanilarak enfekteli
tohumlardan pikogram diizeyinde patojen DNA’ s1 saptanmistir Ve Sonuglar agar
plaka testi ile uyumlu ¢ikmustir. Fakat bu teknigin agar plaka testine gore oldukca
hizli ve daha pratik bir yontem oldugu vurgulanmistir. Ayni yil Bates ve Taylor
(2001), P. teres ve P. graminea’ nin arpa tohumlarinda tespiti i¢in RT-PCR yontemi
gelistirmiglerdir. Kantitatif PCR ile Sorpion ARMS (amplified refractory mutation
system) teknolojilerini birlestirerek tek bir niikleotid farklilig1 esas alinmis ve iki
patojen ayirt edilebilmistir. Bu yontem ile her iki patojenin de enfeksiyon seviyeleri
hizli ve dogru bir sekilde tespit edilerek, hastalikla miicadele stratejileri igin
verilecek kararlar1 desteklemektedir. Bu teknolojik yaklasimla daha 6nce P. teres
ve P. graminea ayrimi i¢in iki farkli yanit gerekirken artik tek bir reaksiyonla bunun
saglanabildigi ortaya konulmustur.

Rau vd. (2003) Italya’ da bes bolgeden 150 adet P. teres izolat: toplamis ve
morfolojilerine dayanarak %45’ ini ag formu, %55’ ini ise nokta formu olarak
ayirmistir. Sonrasinda AFLP (amplified fragment length polymorphism) primerleri
kullanilarak ayrimlar dogrulanmistir. Formlar aras1 ortak bantlarin azlig1 ve ara
genotiplerin yoklugu sebebiyle calismanin yapildig: tarla kosullarinda iki form
arasindaki melezlesmenin nadir oldugu veya hi¢ olmadigi belirlenmistir. Bu
calisma ile AFLP analizinin P. teres i¢in teshis amacglh olarak kullanilabilirligi
ortaya konmustur.

Leisova vd. (2005), P. teres’ in formlarini ve P. teres ile P. graminea’ y1
ayirabilmek i¢in AFLP analizini esas alan yeni primerler gelistirmistir.
Gergeklestirilen ¢alismada 33 primer ¢ifti ile cesitli Pyrenophora tiirleri ve B.
sorokiniana izolatlar1 incelenmis ve her iki P. teres formuna 06zgii primerler
basariyla gelistirilmistir. Leisova vd. (2006) yine baska bir calismasinda P. teres’in
iki formunu ayr1 ayrn tespit edebilecek ve miktarini belirleyecek sekilde gercek
zamanli PCR sistemi gelistirmistir. Calisma icin spesifik TagMan MGB primerleri

ve problar1 tasarlanmistir. Ct (cycle threshold) degerleri ile erken enfeksiyon
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asamasindaki semptom alanlarinin biiyiikliigii arasinda R? = 0,52 korelasyon degeri
elde edilmistir.

Serenius vd. (2007), Kuzey Avrupa, Kuzey Amerika, Rusya ve Avustralya’
dan izole edilen 278 P. teres izolatinin genetik yapilarini, formlarinin olusumunu
ve ¢iftlesme tiplerini incelemistir. Biitiin bolgelerden gelen Ptt izolatlar1 arasinda
yapilan AFLP analizleri sonucunda yliksek genetik farklilagsma tespit edilmistir.
Avusturalya eyaletleri arasinda tespit edilen Ptt’ nin Ptm izolatlarindan daha yiiksek
bir genetik varyasyon gosterdigi saptanirken, eyaletler icindeki lokasyonlar
arasinda boyle bir farklilik goriilmemistir. MAT1 ve MAT?2 ¢iftlesme tiplerinin
ikisi de Avustralya ve Finlandiya bolgelerinde esit derecede yaygin goriiliirken,
Rusya’ nin Krasnodar sehrinde yalnizca MAT2 tipi tespit edilmistir. Bu sonuglar
etmenin eseyli liremesinin, formlariin olusumunun ve cografi bolgeler arasindaki
genetik cesitliliginin farklilik gosterebildigini ortaya koymustur.

Lehmensiek vd. (2010)’ nin yapmis oldugu c¢alismada, Avusturalya ve
Giiney Afrika’ da bulunan Ptt ve Ptm izolatlarinin genetik gesitliligi ve popiilasyon
yapist AFLP analizi ile incelenmistir. Pyrenophora tritici-repentis, Exserohilum
rostratum ve B. sorokiniana ornekleri de karsilastirmak amagh analizlere dahil
edilmistir. Yapilan kiime analizleri sonucunda Ptt ve Ptm izolatlarinin iki farkli
genetik grup olusturdugu tespit edilmistir. Bu bolgelerde bulunan Ptt ve Ptm
popiilasyonlarinda eseyli iireme olasiliginin diisiik oldugu ve agirlikli olarak eseysiz
tiremenin gergeklestigi saptanmustir.

Suriye ve Tunus’ ta yiiriitiilen calismada AFLP primerleri kullanilarak Ptt
popiilasyonlar1 arasindaki genetik varyasyonlar incelenmistir. Calismanin
sonucunda popiilasyonlarin farkli seviyelerde genetik c¢esitlilik gosterdigi ve
bazilarimin daha yiiksek polimorfizme sahip oldugu saptanmistir. Molekiiler
varyans analizleri genetik varyasyonun c¢ogunlukla popiilasyonlar igindeki
farkliliklardan ziyade, popiilasyonlar arasindaki farkliliklardan olustugunu ortaya
koymustur (Bouajila vd., 2013).

McLean vd. (2014) tarafindan yapilan ¢aligmada, Avusturalya’ nin farkl
bolgelerinden izole edilen 60 Ptm izolatinin, 16 arpa hattindan olusan ve yakin
zamanda gelistirilen nokta formuna 6zgili diferansiyel setine karsi reaksiyonu
aragtirtlmistir. Toplamda 12 arpa hatt1 izolatlara karsi ¢esitli tepkiler gosterirken 33
farkli patotip grup saptanmis ve dnemli oranda patojenik ¢esitlilik gozlemlenmistir.

Pyrenophora teres f. maculata izolatlar1 ile ti¢ adet Ptt izolat1 iizerinde AFLP
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analizleri gergeklestirilmis ve elde edilen bantlarin %40’ 1in polimorfik oldugu
saptanmistir. Sonuglardan yola ¢ikilarak her izolatin 6zgiin bir genotipi temsil ettigi
ve iki form arasinda dogal yolla eseysel rekombinasyonun meydana gelmis
olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

Daha onceki calismalarda Ptt ve Ptm’ nin tanimlanmasi ve hibritlerinin
karakterize edilmesi i¢in PCR tabanli markorler gelistirilmistir (Keiper vd. 2008;
Williams vd. 2001). RAPD ve AFLP teknikleri de P. teres hibritlerini tanimlamak
amaciyla kullanilmistir (Campbell vd., 1999, 2002; McLean vd., 2014). Ancak bu
iki teknik de zahmetli ve zaman alic1 olarak degerlendirilmis (Penner vd., 1993;
Pereiera vd., 2008) ve tam anlamiyla basarili sonuglar elde edilememistir. Poudel
vd. (2017) P. teres’ in farkli formlar1 ve bunlarin hibritlerine 6zgii primerler
gelistirmis ve Ozgiilliiklerini Avustralya ve Giiney Afrika’ dan elde edilen ¢ok
sayida izolat kullanarak dogrulamistir. Bu primerler, Ptt igin 70 ila 190 bp arasinda
ve Ptm i¢in 140 ila 280 bp arasinda degisen DNA amplikon iiretmistir.

Poudel vd. (2019) P. teres formlar1 arasindaki hibridizasyonu incelemek
amaciyla, Avustralya’da yetistirilen hassas arpa gesitlerine Ptt ve Ptm izolatlarini
inokiile etmistir. Calismada 317 P. teres izolat1 ile enfekte dokulardan alinan 822
konidi ve 223 askospor, patojene 6zgii 12 farklt PCR markorii kullanilarak analiz
edilmistir. Higbir izolatin hibrit olmadig1 tespit edilmistir. Sonuglar, iki form
arasinda eseyli tiremenin sik gerceklestigini ancak Avustralya’ daki arpa yetistirme
alanlarinda bu durumun tarla kosullarinda nadiren goriildiigiinii ortaya koymustur.

Dokhanchi vd. (2021) Iran’ da bulunan P. teres popiilasyonlarinin ¢iftlesme
tiplerini, genetik cesitliligini ve bir eseyli lireme dongiisiiniin olup olmadigini
belirlemeyi amaglamigtir. Tarlalardan temin edilen 118 P. teres izolatinin genetik
cesitliligi ISSR analizi ile arastirilmistir. Analiz sonucunda Ptt izolatlar1 arasinda
%70,83, Ptm izolatlar1 arasinda ise %63,89 oraninda polimorfizm oldugu
belirlenmigtir. Daha Onceki verilerle birlikte ele alindi§inda 6rnekleme yapilan
alanlarin ¢cogunda P. teres’ in diizenli eseysel rekombinasyon dongiilerine girme
potansiyeline sahip oldugu sonucuna varilmaistir.

Tini vd. (2022) italya’ da iki yil siireyle yiiriittiigii ¢alismada Ptt’ nin
yOnetim stratejilerini incelemistir. Farkli arpa ¢esitlerinde Ptt’ nin patojen formu ve
biyokiitlesi RT-PCR ile tespit edilerek hastaligin kontrol stratejilerinden olan

fungisitlerin etkinligi degerlendirilmistir. Arastirmada maltlik olarak iiretilen arpa
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cesitlerinin hastaliga karsi daha hassas oldugu ve fungisit uygulamalarinin patojen
birikimini azaltmada etkili oldugu belirlenmistir.

Lhadj vd. (2022) Cezayir’ de yiiriittiigi ¢alismada 61 adet P. teres izolati
elde etmis ve SNP primerleri kullanarak bunlar1 formlarina ayirmistir. Analizler
sonucunda izolatlarin %57,38” inin Ptm, %42,62’ si ise Ptt oldugu tanimlanmustir.
Popiilasyondaki genetik c¢esitliligi ve iliskileri incelemek amaciyla ise ISSR
primerleri kullanilmistir. Benzerlik oranlar1 Ptt ve Ptm popiilasyonlarinda sirasiyla
0,60 ve 0,63 olarak belirlenmis ve sonuglar her iki popiilasyonun da eseyli olarak
cogaldigini fakat Ptm’ nin eseysiz lireme de gerceklestirdigini ortaya koymustur.

Bu tez ¢alismasinda; Tiirkiye’ de farkli illerden elde edilen P. teres. f. teres
izolatlarinin morfolojik ve molekiiler tekniklere dayali tanimlanmasi ve patojenik
karakterizasyonu ile ag benek hastaligina kars1 iilkemizde ekimi yaygin olarak
yapilan arpa ¢esitlerinin dayaniklilik durumlarinin belirlenmesi amaglanmaktadir.
Ayrica klasik ve gozleme dayali patojenisite ¢alismalarina alternatif olarak RT-
PCR SYBR Green I teknolojisine dayali, arpa ¢esitlerinin konukcu duyarliliginin
kantitatif ve daha hizli bir sekilde saptanmasini saglayan bir metodun gelistirilmesi

amaclanmustir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Hastahikh Bitki Materyalinin Eldesi

2023-2024 yil1 Subat-Mart aylari arasinda Bolu, Sakarya, Kirsehir, Yalova
ve Ankara’nin Kalecik ilgesinde arpa iretiminin gerceklestirildigi alanlarda
arastirmalar yapilmis ve Ptt etmeninin belirti gosterdigi tarlalardan hastalikli bitki
ornekleri alinmistir (Tablo 2.1). Her tarlay: temsil eden drnekler rastgele secilmis

bitkilerden olusmaktadir.

Tablo 2.1. izolatlarin toplandig1 arpa tarlalarina ait lokasyon bilgileri

No Izolat Lokasyon Koordinat

1 Pt-01 Bolu / Merkez / Kopriiciiler 40°41'47"N 31°35'16"E
2 Pt-02 Sakarya / Merkez / Kamishi  40°42'52"N 30°27'21"E
3 Pt-03 Kirsehir / Merkez 39°07'12"N 34°09'10"E
4 Pt-04 Yalova / Merkez 40°38'37"N 29°17'40"E
5 Pt-05 Ankara / Kalecik 40°0624"N 33°25'18"E

Izolasyonlar1 yapilan bitki materyallerinden 6n patojenisite testleri hassas
oldugu rapor edilmis Ince 04 cesidi iizerinde yapilmis ve en agresif oldugu tespit

edilen izolatin kullanilmasina karar verilmistir.

2.1.2 Test Edilen Arpa Cesitlerinin Temini

Tarim ve Orman Bakanligl® na baghh arastirma enstitiileri ve o6zel
firmalardan elde edilmis olan ve iilkemizde yaygin ekilis alanlarina sahip olan 92

arpa gesidi materyal olarak kullanilmigtir (Tablo 2.2).
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Tablo 2.2. Calismada kullanilan arpa ¢esitlerine ait bilgiler

. . . Tescil
No Cesit Adi Sira Tipi Tescil Eden Kurulus Tarihi
1 Paina  Alusrali Akeakaya TamgﬁTlC' ve San. Ltd- 59 04 2019
2 Khkorso  ikiswah  keakaya TamgﬁTlC' ve San. Ltd- 59 04 9019
3 Nonius  Alusiwali ‘rKsakaya TamgﬁTlC' ve San. Ltd. 45 54 9018
4 Erciyes iki sirals Anadolu Efes Biracilik ve Malt 14.04.2006
San. A.S..
5 Firat iki siralt Anadolu Efes Biracilik ve Malt 30.03.2005
San. A.S..
5 Akdere iki siralt Anadolu Efes Biracilik ve Malt 08.04.2011
San. A.S.
7 Efeso8 iki sirals Anadolu Efes Biracilik ve Malt 12 05.1998
San. A.S.
8 Attlir iki sirals Anadolu Efes Biracilik ve Malt 30.03.2005
San. A.S.
" o Anadolu Efes Biracilik ve Malt
9 Basggiil Iki sirali San. A.S. 02.05.2003
10 Cumra2001 Ikiswali  “APadolu EfsasnBXa;lhk veMalt 54 04.2001
11 DUrusu iki sirals Anadolu Efes Biracilik ve Malt 05.04.2007
San. A.S.
12 Meric Altr sirals Anadolu Efes Biracilik ve Malt 30.03.2005
San. A.S.
13 Toprak iki sirals Anadolu Efes Biracilik ve Malt 08.04.2011
San. A.S.
14 Toprakana  ikiswal ~ AradoluEfes Biracilikve Malt 45 o) 519
San. A.S.
15 Vildiz iki sirals Anadolu Efes Biracilik ve Malt 05.04.2007
San. AS.
16 Cervoise  Alugialy /@ Tohumeuluklsletmeleri San. —oq 1 5914
ve Tic. A.S.
o Bahri Dagdas Uluslararasi
17 Ayranci Iki sirali Tarmsal AEM 13.04.2018
o Bahri Dagdas Uluslararasi
18 Karatay94 Iki siralt Tartmsal AEM 17.05.1996
Bahri Dagdas Uluslararasi
19 Kiral97 Alt1 sirali Tartmsal AEM 06.05.1997
. o Bahri Dagdas Uluslararasi
20 Konevi98 Iki sirali Tartmsal AEM 12.05.1998
o Bahri Dagdas Uluslararasi
21  Larende Iki sirali Tartmsal AEM 14.04.2006
22 Campagne Al siwali  DrKDS Tlca[g?:ii/[emduh Zafer 56 03.2015
23 Olgun Altt sirali Dogu Anadolu Tarimsal AEM  08.04.2011
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Tablo 2.2. Calismada kullanilan arpa g¢esitlerine ait bilgiler (Devam).

No  Cesit Adi  Sira tipi Tescil Eden Kurulus gﬁ;‘:
24  Akhisar98  Alti sirali Ege Tarimsal AEM 12.05.1998
25 Bayrak Altt sirali Ege Tarimsal AEM 11.04.2014
26 Bornova Iki siral1 Ege Tarimsal AEM 12.05.1992
27 Egebeyi Alt1 sirali Ege Tarimsal AEM 09.04.2019
28 Hilal Iki siral1 Ege Tarimsal AEM 30.10.2010
29 Kaya7794 Iki siral1 Ege Tarimsal AEM 12.05.1977
30 Vamik Hoca  Alti sirali Ege Tarimsal AEM -
31 Sancak Altt sirali Ege Tarimsal AEM 11.04.2014
GAP Uluslararas1 Tarimsal Ars.
32 Altikat Alt1 sirali ve Egitim Merkez 08.04.2011
Miid./Diyarbakir
GAP Uluslararas1 Tarimsal Ars.
33 Baris Iki siral1 ve Egitim Merkez 26.03.2015
Miid./Diyarbakir
GAP Uluslararas1 Tarimsal Ars.
34 Dara Alt1 sirali ve Egitim Merkez 13.04.2018
Miid./Diyarbakir
GAP Uluslararas1 Tarimsal Ars.
35 Hevsel Iki sirali ve Egitim Merkez 13.04.2017
Miid./Diyarbakir
GAP Uluslararasi1 Tarimsal Ars.
36 Kendal Altr siralt ve Egitim Merkez 12.04.2013
Miid./Diyarbakir
GAP Uluslararas1 Tarimsal Ars.
37 Samyeli Iki sirali ve Egitim Merkez 08.04.2011
Miid./Diyarbakir
GAP Uluslararas1 Tarimsal Ars.
38 Sur93 Iki siral1 ve Egitim Merkez 02.05.2002
Miid./Diyarbakir
GAP Uluslararas1 Tarimsal Ars.
39 Sahin91 Iki sirali ve Egitim Merkez 26.04.1991
Miid./Diyarbakir
40 Bilgiol Iki sirali Gegit Kusagi Tarimsal AEM 26.04.1991
41 Erginel90 Alt1 sirali Gegit Kusagi Tarimsal AEM 16.04.1990
42 Ince04 Iki sirali Gegit Kusagi Tarimsal AEM 01.04.2004
43 Keser Iki siral1 Gegit Kusagi Tarimsal AEM 05.04.2007
44 Ozdemir Iki sirali Gegit Kusagi Tarimsal AEM 30.03.2005
45 Unver Iki siral1 Gegit Kusagi Tarimsal AEM 12.04.2013
46 Yercil147 Iki siral1 Gegit Kusagi Tarimsal AEM 13.05.1976
47 SabriBey Iki sirali Gegit Kusagi Tarimsal AEM 09.04.2019
I.T.U Iyi Tarim Uyg. ve Tarimsal
48 Novosadski  Ikiswali  Ilag Toh. Paz. San. ve Tic. Ltd.  09.04.2019
Sti.
49 Aida Iki sirali ProGen Tohum A.S. 13.04.2018
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Tablo 2.2. Calismada kullanilan gesitlerine ait bilgiler (Devam).

No  Cesit Adi  Sira tipi Tescil Eden Kurulus gﬁ;‘:
50 Alena Iki sirali ProGen Tohum A.S. 13.04.2018
51 Ambrosia Iki sirali ProGen Tohum A.S. 09.04.2019
52 Arcanda Iki sirali ProGen Tohum A.S. 11.04.2014
53 Belinda Alt1 sirali ProGen Tohum A.S. 09.04.2019
54 Finola Alti sirali ProGen Tohum A.S. 13.04.2018
55 Sentosa Iki siral1 ProGen Tohum A.S. 13.04.2018
56 Zeus Alt1 siral1 ProGen Tohum A.S. 11.04.2014
- Tareks Tarim Uriinleri Arag
S7 Bravo Iki siralt Gerec ithalat Thracat Tic. A.S. 13.04.2017
L Tareks Tarim Uriinleri Arag
58 Gazda Iki sirali Gereg Ithalat Ihracat Tic. A.S. 12.04.2013
Tareks Tarim Uriinleri Arag
59 Lord Alt1 sirali Gereg Ithalat Ihracat Tic. A.S. 08.04.2011
. L Tareks Tarim Uriinleri Arag
60 Maxim Iki siralt Gereg Ithalat ihracat Tic. A.S. 13.04.2017
. Tareks Tarim Uriinleri Arag
61 Oliver Alt1 sirali Gereg Ithalat Ihracat Tic. A.S. 12.04.2013
62 Akar Iki siral1 Tarla Bitkileri Merkez AEM  17.04.2012
63 Anka04 Iki siral1 Tarla Bitkileri Merkez AEM 09.04.2019
64 Asil Iki siral1 Tarla Bitkileri Merkez AEM  09.04.2019
65 Avci12002 Alt1 sirali Tarla Bitkileri Merkez AEM 02.05.2002
66 Aydanhamm ki sirali Tarla Bitkileri Merkez AEM 02.05.2002
67 Bozlak Iki sirali Tarla Bitkileri Merkez AEM 13.04.2018
68 BurakBey Iki siral1 Tarla Bitkileri Merkez AEM 12.04.2013
69 Biilbiil 89 Iki sirali Tarla Bitkileri Merkez AEM 20.04.1989
70 Cacabey Iki sirali Tarla Bitkileri Merkez AEM  09.04.2019
71 Cetin2000  Alt1 siralt Tarla Bitkileri Merkez AEM 28.04.2000
72 Orza96 Iki sirali Tarla Bitkileri Merkez AEM 16.04.1996
73 Ozen Iki siral1 Tarla Bitkileri Merkez AEM  17.04.2012
74 Tarm92 Iki siral1 Tarla Bitkileri Merkez AEM 12.05.1992
75 Tokak157/37  iki sirali Tarla Bitkileri Merkez AEM 07.10.1963
76 Yalin Iki siral1 Tarla Bitkileri Merkez AEM 11.04.2014
77 Yesevio3 Iki sirali Tarla Bitkileri Merkez AEM 13.05.1993
78  Zeynelaga Iki siral1 Tarla Bitkileri Merkez AEM 02.05.2003
79 Barbaros  Aluswali O3 Ta“mszie VetTie. Lt 14 042016
80 Kristal Alt1 sirali Trakya TarlmS\;ie Vet Tic. Ltd. 13.04.2017
81 Bolayir Iki sirali Trakya Tarimsal AEM 05.04.2007
82 Harman Iki sirali Trakya Tarimsal AEM 08.04.2011
83 Hasat Iki siral1 Trakya Tarimsal AEM 11.04.2014
84 Hazar Altr sirali Trakya Tarimsal AEM 14.04.2016
85 Helke Alt1 sirall Trakya Tarimsal AEM 09.04.2019
86 Pmar Iki sirali Trakya Tarimsal AEM 13.04.2018
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Tablo 2.2. Calismada kullanilan gesitlerine ait bilgiler (Devam).

No  Cesit Ad1 Sira tipi Tescil Eden Kurulus Tescil tarihi
87 Sladoran Iki sirali Trakya Tarimsal AEM 12.05.1998
88 Yaba Iki sirali Trakya Tarimsal AEM 09.04.2019
89 Yaprak Altr sirali Trakya Tarimsal AEM 13.04.2018
90 Mart1 Alt1 sirali Trakya Tarimsal AEM 06.04.2009
Yildiz Bitkisel Uriinler
91 Etincel Alti sirali - Tohumculuk ve Tarim Sanayi  13.04.2017
AS.
Y1ldiz Bitkisel Uriinler
92 Scarpia Alti sirali - Tohumculuk ve Tarim Sanayi  26.03.2015
A.S.

*AEM: Arastirma Enstitlisii Miidiirliigii

2.1.3 Kullanilan Besiyeri

Izolatlar1 gelistirmek igin kat1 besiyeri olarak patates dekstroz agar (PDA:
Merck, Darmstadt, Almanya) kullanilmistir. PDA ortamu, patates infiizyonu (4 g/1),
D(+) glukoz (20 g/l) ve agar (15 g/l) bilesenlerinden olusmaktadir. Ortamdaki
glukoz ve patates infiizyonu da fungal gelisimi destekleyici bir besin kaynagi olarak
tercih edilmistir. izolasyonunun baslangic asamalarinda, besiyerinin bakteriler
tarafindan kontamine olmasini 6nlemek i¢in 100 mg/I streptomisin siilfat ve 25 mg/1
kloramfenikol ilave edilmistir. Boylelikle bakteri gelisimi baskilanarak saf

izolatlarin elde edilmesi amaglanmistir.
2.2 Yontem

2.2.1 Patojen Izolasyonu

Laboratuvar ortamina getirilen bitki drneklerinden fungal izolasyon i¢in her
bir yaprak kiiciik parcaciklara ayrilarak %1’ lik sodyum hipoklorit (NaOCl) ile 1
dakika stireyle yiizey dezenfeksiyonuna tabi tutulmus ve ardindan steril saf su ile
yikanarak kurutulmustur. Kuruyan kesitler spor iiretimi saglanmasi amaciyla
antibiyotikli PDA igeren 9 cm’ lik Petri kaplarina aktarilarak inkiibasyona
birakilmigtir. iki giinliik oda sicakhigindaki inkiibasyondan sonra Petri kaplari
binokiiler mikroskop ile incelenmis, tek sporlar alinmig ve taze PDA igeren
ortamlara aktarilarak saflastirma islemi gergeklestirilmistir. Bitki dokusu iizerinde
hif gelisimi ve sporulasyonun gercgeklestigi goriilmiis fakat saflastirilan izolatlarda
farkli besiyeri ortamlarinda denenmesine ragmen sporulasyon goriilememis, sadece

hifsel gelisim saptanmustir.
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2.2.2 izolatlarin Gelistirilmesi ve Karakterizasyonu

Elde edilen fungal izolatlar PDA ortaminda 24+1 °C’ de bir hafta siire ile
inkiibasyona birakilmis ve sonrasinda kiiltiirel 6zellikleri incelenmistir. Yapay besi
ortaminda sporulasyon goériilmedigi igin spor ve spor verici yapilar bitki dokusu
tizerinde gelisen misel/spor kiitlesi alinarak Leica DM1000 mikroskobu (Leica
Microsystems, Wetzlar, Almanya) ve Leica LAS EZ yazilimiyla 400x biiyiitmede
incelenerek tanimlanmustir.

Izolatin genomik DNA izolasyonu CTAB tabanli bitki DNA izolasyon
protokolii (Diversity Arrays Technology - DAIT;
https://ordering.diversityarrays.com/filessDArT_DNA _isolation.pdf) izlenerek
gergeklestirilmistir. Gelistirilen kiiltiirlerden 100 mg misel kiitlesi bisturi ile
kazinarak 2 ml’ lik eppendorf tiiplere aktarilmis ve daha 6nce 1sitilmis (65 °C) 750
uL ekstraksiyon—lizis tamponu (125 mM Tris-HCI pH 8,0, 25 mM EDTA pH 8,0,
%2 CTAB, %2 PVP-40, 0,8 M NaCl, %0,5 sodyum disiilfite ve %1 sarcosyl) tiipe
eklenmistir. Sonrasinda steril ¢elik ezici yardimiyla homojen hale getirilen 6rnekler
65 °C’ de 60 dakika bir DB-2D model kuru blok 1siticida (Techne, Cambridge,
Ingiltere) her 15 dk’ da bir ters diiz edilerek inkiibasyona birakilmistir. Inkiibe
edilen 6rnekler kuru blok 1siticidan alinarak oda sicakligina gelince tlizerlerine 750
ul kloroform/izoamil alkol (24:1 v/v) eklenmis ve 10 dk siire ile yavasca ters diiz
edilerek 15,000 rpm’ de 15 dk santrifiij islemine tabi tutulmustur. Siipernatantlar
yeni 1,5 ml’ lik santrifiij tiiplerine aktarilarak iizerlerine DNA’ y1 ¢dkeltmek
amaciyla 0,6 hacim soguk izopropanol eklenmistir. Yeniden 15.000 rpm’ de 5 dk
santrifiij isleminden sonra, slipernatantlar uzaklastirilmis ve olusan pelletler 2 kez
%70’ lik soguk etanolle yikanarak oda sicakliginda 30 dk siire ile kurutulmustur.
Elde edilen DNA 100 pl steril ultra saf steril su i¢inde ¢oziilerek, konsantrasyonu
bir DS-11 FX+ model nano spektrofotometre (Denovix Inc., Wilmington, DE,
ABD) yardimi ile 6l¢iilmiis ve PCR caligmalari i¢in ile 50 ng/ul’ ye ayarlanmistir.

PCR amplifikasyonlarin1 gerceklestirmek icin bir T100 model thermal
cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, ABD) kullanilmistir. Reaksiyonun gerceklestigi
karisim 1xPCR reaksiyon tamponu, her ANTP’ den 0,2 mM, 1,5 birim Ampligon
TEMPase Hot Start DNA polimeraz (Berntsen, Rdovre, Danimarka), her primerden
0,4 uM, 10 ng sablon DNA ve steril milli-Q su igerecek sekilde hazirlanmistir.
Genomik DNA’ nin (ITS) bolgesini amplifiye etmek i¢in White vd. (1990)
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tarafindan tanimlanan ITS1 (5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) ve ITS4
(5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’) primer ¢ifti, GAPDH geninin kismi
bolgesini ¢ogaltmak i¢in ise Berbee vd. (1999) tarafindan tanimlanmis olan gpdl
(5’-CAA CGG CTT CGG TCG CAT TG-3’) ve gpd2 (5’-GCC AAG CAG TTG
GTT GTG-3’) primer ¢ifti kullanilmistir. Amplifikasyon protokolii her iki lokus
icin de 94 °C’ de 3 dakikalik bir baglangi¢ denatiirasyonunun ardindan 94 °C’ de
60 saniye, 52 °C’ de 60 saniye ve 72 °C’ de 1 dakika siireyle 35 dongiiyii icermis,
son olarak 72 °C’ de 10 dakikalik bir uzatma ile sonlanmistir.

Elde edilen tiim PCR iiriinleri %1,2’ lik agaroz jelde 100 V’ da 2 saat siireyle
elektroforetik olarak ayrilmistir. Elektroforez tankinda ve jelin hazirlanmasinda
IXTAE (40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA) tampon ¢ozeltisi kullanilmistir. PCR
tirtinlerinin molekiiler agirliklarinin belirlenmesinde GeneRuler 100 bp DNA
Ladder Plus (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanilmistir. Son
olarak agaroz jel etidyum bromit (1 mg/ml) ile boyanarak iiriinlerin varligt G: BOX
F3 jel goriintiileme sisteminde (Syngene, Cambridge, ingiltere) kontrol edilmistir.
Bantlarin varligi anlagilan PCR {iriinlerinin kalan kismi sekans bilgilerinin elde
edilmesi amaci ile BM Labosis-Macro Gene (Ankara, Tirkiye) sirketine
gonderilmistir. izolata ait elde edilen ITS ve GAPDH lokuslarina ait sekans datalari
MEGA X (Kumar vd., 2018) programlari kullanilarak diizenlenmis ve National
Center for Biotechnology Information (NCBI)’ in GenBank niikleotit veri
tabanindaki (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) sekanslara karsi1 BLAST
analizi ile incelenmistir. Yine NCBI’ n Banklt
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub) aract kullanilarak elde edilen sekanslar
GenBank veri tabanina sunularak erisim numaralar1 alinmistir. Calismadan elde
edilen Pyrenophora teres izolatlarina ait ITS ve GAPDH dizileri, referans izolatlara
ait kayith dizilerle birlikte MAFFT \2 7.490 yazilimi
(http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html,  erisim  tarihi  19.11.2024)
kullanilarak hizalanmigtir. Ardindan, MEGA X yazilimi (Kumar vd., 2018) ile

maksimum olasilik (maximum likelihood) yontemi kullanilarak filogenetik agac

olusturulmustur.
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2.2.3 Patojenisite Testi

Inokulum, tek spor izolasyonundan sonra PDA kullanilarak ¢ogaltilmis olan
kiiltiirlerden elde edilmistir. Etmen yapay besi ortaminda sporulasyon saglamadigi
i¢in slispansiyon hazirlanmasinda kiiltiirlerdeki hifler kullanilmistir (Tekauz, 1985;
Douiyssi vd., 1998). Patojenlerin Petri kaplarindaki gelisiminde olusan hifal
yogunluk istenilen seviyede olmadigi i¢in inokiilum miktarini arttirmak amaciyla
200 g bugday kepegi 1stya dayanikli otoklav poseti igerisine konularak steril saf su
ile nemlendirilmis, ardisik giinlerde {i¢ kere otoklavda steril edilmis ve gelismis
olan kiiltiirlerden 10 mm’ lik agar diskleri ile bulastirilmistir. Agizlar1 steril
pamukla kapatilan torbalar 20 giin boyunca 23+l °C’ de 12/12 saat
aydinlik/karanlik periyotta inkiibasyona birakilmigtir. Posetler her 3 giinde bir
etmenin kepekte homojen sekilde gelisebilmesi i¢in hafifce ters diiz edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 kepeklerden fazla nem uzaklastiriimis ve ardindan patojenisite
caligmalarina kadar saklanmasi amaciyla 4 °C’ ye kaldirilmistir.

On patojenisite testi i¢in daha dnceki calismalarda hassas olarak belirlendigi
tespit edilen (Karakaya vd., 2015) Ince 04 ¢esidi kullanilmistir. Tohumlar %1’ lik
NaOCl ¢ozeltisinde 1 dakika yiizey dezenfeksiyonuna tabi tutulduktan sonra steril
saf su ile durulanmistir. Biitiin izolatlar i¢in 3 tekerriirlii ve bir de kontrol grubu
olacak sekilde saksilara (17 cm yiikseklik, 9 cm ¢ap) 15° er tohum ekilmis ve
¢imlenme saglandiktan sonra saksi basina 10 bitki olacak sekilde seyreltilmistir.
Daha 6nce hazirlanmis ve 4 °C’ de muhafaza edilmekte olan inokilumdan bir
miktar alinarak igerisinde steril saf su bulunan behere ilave edilmis ve manyetik
balik yardimiyla karistirilmis, sonrasinda bir tiilbentten siiziilmiistiir. Inokulum
yogunlugu bir hematosimetre (Thoma lami; Marienfeld-Superior, Lauda-
Konigshofen, Almanya) kullanilarak, 15-20x10* miselyum pargacigi/ml olacak
sekilde ayarlanmis ve igerisine inokiilumun yaprak ylizeyinde yayilabilmesi
amaciyla 100 ul/l Tween 20 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, ABD) ilave edilmistir
(Aktas, 1995).

Iklim odasinda 23 °C’ de 12 saatlik fotoperiyotta ikinci yapragi agmis olan
10 ginliik fideler (Zadoks vd., 1974) hazirlanan siispansiyon ile yapraklara
puskiirtiilerek inokiile edilmistir. Ardindan nemi muhafaza etmek amaciyla
bitkilerin lizeri seffaf bir ortii ile kapatilarak 18-23+2 °C sicaklikta 72 saat karanlik

periyotta bekletilmistir. Stirenin sonunda ortiiler kaldirilmis ve 4 giin boyunca 12
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saatlik fotoperiyotta gelistirilmeye devam edilmistir. Sonuglar 7 giinlin sonunda
Tekauz (1985)’ da ag formu i¢in belirtilen skala kullanilarak degerlendirilmistir. Bu
skalada kullanilan kisaltmalar; direngli i¢in ‘R’(1), direngli-orta derecede direngli
icin ‘R-MR’ (2), orta derecede direngli i¢in ‘MR’ (3), orta derecede direngli-orta
derecede duyarli i¢cin ‘MR-M’ (4), orta derecede direngli-orta derecede duyarli i¢in
‘MR-MS’ (5), ‘MR-MS’ orta derecede direngli-orta derecede duyarli (6), ‘MS’ orta
derecede duyarli (7), ‘MS-S’ orta derecede duyarli-duyarli (8), ‘S’ duyarli (9) ve
‘VS’ ¢ok duyarli (10) seklindedir.

Yapilan 6n c¢alisma sonucunda izolatlar arasinda patojenik bir farklilik
belirlenmis ve en agresif izolat gesit reaksiyon testlerinde kullanilmistir. On
patojenisite testinde oldugu gibi yiizey dezenfeksiyonu, ekim ve inokiilasyon
islemleri gergeklestirilmis ve sonuglar Tekauz’a (1985) gore degerlendirilmeye tabi
tutulmustur. Hastalik siddeti skorlari istatistiksel olarak analiz edilmistir.

Patojenisite testinden elde edilen hastalik siddetlerinin skorlamalarindan
edilen sonuglar GraphPad Prism (GraphPad, Boston, MA, ABD;

graminda Heatmap haline getirilmistir (Sekil 3.2.).

2.2.4 Konukcu Dokusundan Patojen DNA Miktarinin RT-PCR
Analizi ile Tespiti

Cesit reaksiyonu g¢alismalar1 sonucunda en hassas ve en dayanikli olarak
tespit edilen gesitler arasindan 2’ ser adet dayanikli ve hassas gesit segilerek
patojenisite testi benzer sekilde kurulmustur. inokiilum verildikten sonraki 24, 48,
72 ve 96. saatlerde biitiin ¢esitlere ait bitkilerin ikinci yapraklari alinarak steril saf
sudan gecirilmis ve ardindan kurutularak 50 ml’ lik tiipler icerisine alinmaistir.
Tiipler sonrasinda s1vi azotla muamele edilmis ve DNA izolasyonuna kadar -80 °C’
de muhafaza edilmistir. Caligma sirasinda enfekteli yapraklardan ve kontrol grubu
yapraklarindan alinan 100 mg bitki dokusunun DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Almanya) yardimi ile DNA izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. Ardindan
konsantrasyonlar1 spektrofotometrik olarak DS-11 FX+ ile 260/280 nm olgiim
yapilarak belirlenmis ve 20 ng/pl’ ye ayarlanarak -20 °C’ de saklanmustir.

Kiiltiir koleksiyonumuzda daha once arpayla iligkili oldugu saptanan
mevcut fungus izolatlar1 (B. sorokiniana, R. secalis) PDA ortaminda 23 °C’ de 7
giin inkiibasyona birakilmistir. Siirenin sonunda steril 2.2.2° de belirtildigi gibi

DNA izolasyonlar1 gergeklestirilmis ve 20 ng/ul’ ye ayarlanarak -20 °C’ de
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saklanmistir. Ardindan primerlerin spesifikligini kontrol amaciyla RT-PCR
calismalarina dahil edilmistir.

BioRad CFX96 RT-PCR sistemi (Bio-Rad) ile gergeklestirilen ¢calismalarda
daha 6nce Poudel vd. (2017) tarafindan Ptt’ ye spesifik olarak dizayn edilen PttQ4-
F/PttQ4-R primer ¢ifti kullanilmistir (Hata! Basvuru kaynag bulunamadi.3.).
YBER Green I temelli yontem kullanilarak gerceklestirilen RT-PCR c¢alismalari
farkl1 fungus tirleri ve saglikli bitki DNA’ lar1 ile optimize edilmistir.
Amplifikasyon kosullari, baslangicta 95 °C’de 3 dakika denatiirasyon, ardindan 45
dongii boyunca 95 °C’de 10 saniye denatiirasyon, 60 °C’de 30 saniye baglanma
(annealing), 72 °C’de 20 saniye uzatma ve okuma adimlarindan olusacak sekilde
uygulanmustir. Spesifik PCR iiriinlerinin dogrulugu, erime egrisi (melting curve)
analizi ile kontrol edilmistir. Bu analiz, 95 °C’de 60 saniye baslangi¢, ardindan 65
°C’de 60 saniye ve 65 °C’den 95 °C’ye kadar her 0,5 °C’lik sicaklik artiginda 5

saniyelik okumalar seklinde programlanmustir.

Tablo 2.3. Calismada kullanilan Pyrenophora teres f. teres’ e 6zgii primerler ve

sekans dizileri

Annealing  Uzunluk

Primer Sekans Dizisi (5'—3") °C) (baz) Referans
PttQ4-F CGTCCCGCCGAAATTTTGTA 60 173 bp Pouz%ell7vd.,

PttQ4-R CAAGGACTTACGCGCTCAAA

Bitki dokularindaki patojen DNA miktart 100 ng ila 0.001 ng arasinda
bilinen patojen DNA konsantrasyonlar1 temel alinarak olusturulan standart egriler
kullanilarak olgiilmiistiir. Reaksiyonlarin etkinligi ve dogrulugu slope ve R?
degerleri ile degerlendirilmistir. Reaksiyon veriminin %90 ile %100 (-3.6>slope
degeri>3.1) arasinda olmasi beklenmistir (Palacioglu vd., 2021) Ayrica galismaya
dahil edilen farkli funguslara ait DNA’ lar da kullanilarak erime egrisi analizi
gerceklestirilerek spesifik olmayan baglanmalar kontrol edilmistir. Bu kapsamda
hedef PCR firtinlerinin ayn1 erime sicakligina sahip olmasi beklenmis, farkli erime
sicakliklart tespit edilmesi durumunda dimer olusumlart veya olasi bulagmalar

degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Pyrenophora teres f. teres Izolatlarimin Elde Edilmesi ve Teshisi

Izolatlarin elde edilmesi amaciyla arpa iiretiminin yapildigi 5 ilde
arastirmalar gergeklestirilmis ve belirlenen her bir tarladan tipik ag benek lekesi
simptomlar1 gosteren yapraklardan oOrnekler alinmistir. izolasyonlar1 yapilan
izolatlarin kiiltiir ortaminda P. teres benzeri gelisim gosterdigi goriilmiis ve
saflastirildiktan sonra yapilan morfolojik ve mikroskobik gézlemler etmenlerin Ptt
oldugunu dogrulamistir. Izolatlar baslangigta beyazimsi veya acik gri renkte
olurken gelisim siirecinde kahverengimsi veya zeytuni renkte kadifemsi pamuksu
bir dokuya sahip olmustur. Koloni iizerinde yelpaze ve sopa benzeri dik tutamlar
olustugu gozlemlenmistir (Fotograf 3.1.). Konidioforlarin iizerinde tek veya ikili
t¢lii gruplar halinde olusan konidilerin 64,54+12,40x19,634+2,84 pum, (n = 50)
boyutlarinda sar1 ila kahverengi, piiriizsiiz, silindirik ve diiz, her iki ucu yuvarlak
sekilde genellikle 3-4 bolmeli oldugu gorilmistiir (Fotograf 3.2.). Elde edilen
verilerin daha onceki calismalarda tanimlanmis olan P. teres teshis kriterleri ile
uyumlu oldugu belirlenmistir (Shoemaker, 1962; Smedegard-Petersen, 1971;
Sivanesan, 1987; Liu vd., 2011).
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Fotograf 3.1. Pyrenophora teres f. teres izolatlarinin PDA ortamindaki

gelisimleri

Fotograf 3.2. Pyrenophora teres f. teres’ in arpa yapragi lizerinde konidi ve
konidioforlari (a), konidiler (b).
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Izolatlarm DNA izolasyonlari DArT-CTAB yéntemi kullanilarak
gerceklestirilmis ve gpd1/gpd2 ile ITS1/ITS4 primer giftleri araciligiyla sirasiyla
GAPDH ve ITS genlerinin kismi bolgelerine ait 594 ve 524 bp uzunlugunda dizi
verileri elde edilmistir. BLAST analizi gerceklestirilen izolatlarin dizi verilerinin
daha oOnce farkli arastirmacilar tarafindan GenBank niikleotit veri tabanina
kaydedilen Ptt sekanslariyla %100 niikleotit benzerligi gosterdigi tespit edilmistir.
NCBI Banklt yazilimi araciligiyla izolatlarin ITS lokusuna ait sekans verileri erigim
numaralar, GAPDH geninin kismi sekans verileri ise erisim numaralar ile
GenBank veri tabaninda kaydedilmistir. Calisma kapsaminda elde edilen sekanslar
ile referans izolatlara ait GenBank'ta kayitli sekanslarin evrimsel ge¢misi, General
Time Reversible modeline dayanan maximum likelihood yontemi kullanilarak
analiz edilmistir (Sekil 3.1.)

Pyrenophora teres f. teres Pt-01
Pyrenophora teres f. teres Pt-02
91| Pyrenophora teres f. teres Pt-03
Pyrenophora teres f. teres Pt-04
100|( Pyrenophora teres f. teres Pt-05
MK540005 Pyrenophora teres CBS 282.31
MK3540006 Pyrenophora teres CBS 314.69
og| AF071348 Pyrenophora tritici-repentis DAOM 107224
_{ AYO004808 Pyrenophora tritici-repentis DAOM 208990
AY004807 Drechsiera phlei CBS 315
WE AY004806 Drechslera dictyoides DAOM 63666
——IN943665 Pyrenophora seminiperda DAOM 213153
IN943665 Pyrenophora seminiperda DAOM 213153
100/MIK 540001 Pyrenophora seminiperda CBS 127927

| AYO004793 Drechslera nobleae CBS 966.87

85

100l AY004794 Drechslera nobleae CBS 316.69
AY004798 Pyrenophora lolii CBS 318

KM230390 Bipolaris maydis AR5183

0.020

Sekil 3.1. Pyrenophora teres f. teres ve referans izolatlara ait ITS ve GAPDH
bolgelerinin birlesik sekanslarina dayali maximum likelihood filogenetik agaci.
Bipolaris maydis AR5183 dis grup olarak kullanilmis ve %75’ in altindaki

bootstrap degerleri diiglimlerde gosterilmemistir.
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3.2 Patojenisite Calismalari

On patojenisite galigmalar1 sonucunda izolatlarin Ince 04 cesidinde
olusturdugu hastalik boyutlar1 Tekauz (1985)’ un skalasina gore degerlendirilmis
ve elde edilen verilerle yapilan istatistiki analiz sonucunda Yalova’ dan elde edilen

Pt-04 izolatinin en agresif oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. izolatlar ve hastalik indeks degerleri

Izolat Hastalik indeks Degeri
Pt-04 8,532
Pt-02 6,13°
Pt-01 4,47°
Pt-03 3,07¢
Pt-05 2,93¢

3.2.1 Cesit Reaksiyon Testleri

On patojenite degerlendirmeleri sonucunda en agresif olarak segilen 1rk ile
cesit reaksiyon testleri gergeklestirilmistir. Ulkemizde tescil edilmis 92 arpa
cesidine ait tohumlar ‘2.2.3 Patojenisite Caligmalar1’ kisminda ifade edilen yiizey
dezenfeksiyonu, ekim ve inokiilasyon islemlerine tabi tutulmus ve Tekauz (1985)
1-10 skalasimna gore degerlendirilmistir.

Hastalik siddeti oranlari, kii¢iik nekrotik lezyonlar i¢in 1, 2 ve 3, orta
biiyiikliikte nekrotik lezyonlar i¢in 4, 5 ve 6, biiylik nekrotik lezyonlar icin 7, 8 ve
9, ¢ok biiyiik nekrotik lezyonlar i¢in ise 10 olarak belirlenerek skorlama yapilmigtir

(Fotograf 3.3.).
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Fotograf 3.3. Pyrenophora teres f. teres’ in neden oldugu farkli yogunluktaki ag

formu yaprak lekesi belirtileri (1-10 skala serisi).

Degerlendirmeler sonucunda, dayanikli ¢esitler olarak Harman ve Tokak
157/37, hassas gesitler olarak ise ince 04 ve Novasadski belirlenmis ve daha sonraki

caligmalar bu ¢esitler lizerinde devam etmistir.
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Sekil 3.2. Pyrenophora teres f. teres izolati ile gergeklestirilen gesit reaksiyon
testi sonucunda arpa ¢esitlerinde tespit edilen hastalik degerlerini gosteren 1s1

haritas1 (heatmap). Mavi renk dayanikliligi, sar1 renk ise hassaslik oranini ifade

3.2.2 Konuk¢u Dokusundan Patojen DNA Miktarimin RT-PCR

Analizi ile Tespiti

Real-time PCR yontemiyle enfekteli bitki dokularindan patojen miktarini
belirlemek amaciyla, dncelikle bilinen konsantrasyonlardaki saf patojen DNA’ lar
kullanilarak bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Bu kapsamda, steril saf su ve
bitki DNA’ s1 (100 ng/ul) kullanilarak, baslangigta 100 ng olan patojen DNA’
sindan 10 ar kat seyreltilmis sekilde toplam 6 seyreltme (100, 10, 1, 0,1, 0,01, 0,001
ng) yapilmis ve standart egri elde edilmistir (Sekil 3.3.). Elde edilen standart
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etmektedir.
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egrideki slope degeri 3,30, R? degeri ise 0,9 olarak tespit edilmis ve PCR etkinligi
icin 1yi olarak degerlendirilmistir.

Seyreltme serisinin amplifikasyon egrileri incelendiginde ¢ tekerriirlii
olarak test edilen patojene ait tiim DNA konsantrasyonlarinda tekerriirlerin yakin
dongiilerde 151ma yapmaya basladigi gozlemlenmistir (Sekil 3.4.). PttQ4-F/PttQ4-
R primer cifti ile 100 ng patojen DNA’ s1 igceren 6rneklerde ilk 1g1ma 17,55 Cq
degerinde baslamis ve en diisiik konsantrasyondaki (0,001 ng) drnekte Cq degeri
34,06 olarak belirlenmistir. Olusturulan seyreltme serisinin etkinligi jel elektroforez

ile 3 tekerriirlii olacak sekilde goriintiilenmistir (Fotograf 3.4.).

Standard Curve
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Sekil 3.3. PttQ4-F/PttQ4-R primer ¢ifti kullanilarak, farkli konsantrasyonlardaki
patojen DNA serilerinin (100, 10, 1, 0,1, 0,01, 0,001, ng) bitki DNA” s1 ile

seyreltilerek elde edilen standart egrisi
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Sekil 3.4. PttQ4-F/PttQ4-R primer ¢ifti kullanilarak, farkli konsantrasyonlardaki
patojen DNA serilerinin (100, 10, 1, 0,1, 0,01, 0,001, ng) bitki DNA” s1 ile

seyreltilerek elde edilen amplifikasyon egrisi

100 ng 0.01 ng 0,001 ng

I—A—Y—L—Y_I_Y—I—V—L—Y—l—\

NI R o B o R B

Fotograf 3.4. PttQ4-F/PttQ4-R primer ¢ifti kullanilarak, farkli
konsantrasyonlardaki patojen DNA serilerinin (100, 10, 1, 0,1, 0,01, 0,001, ng)
bitki DNA’s1 ile seyreltilerek elde edilen RT-PCR f{iriiniiniin agaroz jel
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elektroforezi, M: Gene ruler 100 bp ladder plus (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, ABD)

PCR amplifikasyonlar1 sonrasinda elde edilen {iriiniin hedef DNA”’ ya ait
oldugunu dogrulamak ve baska bir PCR f{iriinii veya primer dimeri olusup
olusmadigin1 saptamak amaciyla erime egrisi analizi yapilmistir. PttQ4-F/PttQ4-R
primer ¢ifti kullanilarak gerceklestirilen analiz sonucunda, tim patojen DNA
orneklerinin yaklasik 82 °C’ de bir erime piki olusturdugu ve analizi etkileyecek
bagka herhangi bir PCR iiriinii veya primer dimeri varligina rastlanmadig: tespit

edilmistir (Sekil 3.5.).
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Sekil 3.5. PttQ4-F/PttQ4-R primer ¢ifti kullanilarak, farkli konsantrasyonlardaki
patojen DNA serilerinin (100, 10, 1, 0,1, 0,01, 0,001, ng) bitki DNA” s1 ile

seyreltilerek elde edilen erime piki (melting peak)

Arpa gesitlerinin patojen miktarina bagl olarak gosterdigi reaksiyonlarin
RT-PCR ile goriintiilenmesi i¢in, yapilan 6n c¢alismalarda dayanikli oldugu
belirlenen Harman ve Tokak 157/37 cesitleri ile hassas olarak belirlenen Ince 04 ve

Novasadski ¢esitlerine patojen inokiile edilmistir. Inokulasyonu takiben 1., 2., 3. ve

37



4. giinlerde alinan o6rnekler PttQ4-F/PttQ4-R primer c¢ifti ile patojen DNA’ sinin
erken enfeksiyon asamasinda konuk¢u dokusundaki tespitine yonelik RT-PCR
calismalar1 gergeklestirilmis ve sonuglar Tukey testi ile analiz edilmistir (Sekil 3.6.)
Elde edilen sonuglarda dayanikli ve hassas ¢esitler arasinda ikinci giinden itibaren
istatistiki olarak farkliliklar oldugu ve dokudaki patojen DNA’ smin her giin

kademeli olarak artig gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 3.6. Inokulasyonu takiben farkli giinlerde alinan drneklerin PttQ4-F/PttQ4-R
primer ¢ifti ile saptanan DNA miktarlari. Stitundeki her harf istatistiksel olarak

farkli grubu ifade etmektedir
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4. TARTISMA

Arpa tiretiminde diinyada ve iilkemizde ciddi verim kayiplarina neden olan
P. teres ag benek hastaligi, arpa yapraklarinda olusturdugu ag benzeri lezyonlar ile
bitkinin fotosentez oranini, biliyiimesini ve iriin kalitesini olumsuz yonde
etkilemektedir. Patojen, yaprakta olusturdugu belirtilere gore Ptt ag tipi ve Ptm
nokta tipi olarak iki forma ayrilmistir. Ag tipi belirtileri daha uzun ve kahverengi
lezyonlar seklinde olurken, nokta tipinde ise oval ve koyu kahverengi lezyonlar
olusmaktadir (Smedegérd-Petersen, 1976; Backes vd., 2021). Cesitli arastirmalar
hastalik sebebiyle olusan verim kayiplarinin ¢evresel faktorlere de bagli olarak
%10-70 arasinda degisebildigini fakat duyarli bir cesitte tamamen iiriin kaybi
goriilebilecegini saptamistir (Oguz vd., 2019; Abebe, 2021; Dahanayaka vd., 2021).
Hastaliklara karsi uygun miicadele yontemlerinin gelistirilebilmesi i¢in patojenin
dogru tanimlanmasi kritik bir 6nem tasimaktadir. Tahillarda hastaliga neden olan
fungal patojenlerin %70’ i fungisit uygulamalar ile kontrol edilmektedir (Backes
vd., 2021) fakat diger birgok hastalikta oldugu gibi bu hastalik etmenine kars1
miicadelede de dayanikli gesitlerin kullanimi ireticiler acisindan hem diisiik
maliyetli hem de ekolojik siirdiiriilebilirligi destekleyen etkili bir kontrol yontemi
sunmaktadir. Sadece dayanikli ¢esitlerin tercih edilmesi, kimyasal uygulama
gereksinimini kismen ya da tamamen ortadan kaldirabilmektedir (McLean ve ark.,
2009). Ancak P. teres formlarinda goriilen yiiksek patojenik cesitlilik ve 1rk
gelisimleri dayanikli c¢esit gelistirilmesini  zorlastirmakta ve stirekli 1slah
calismalarini zorunlu kilmaktadir (Liu, 2011). Bu c¢alismada, ilgili alandaki
eksikliklerin giderilmesi amaciyla iilkemizde yaygin olarak yetistirilen arpa
cesitlerinin, hastaligin goriildiigii farkli bolgelerden elde edilen Ptt izolatlarina karsi
konukgu tepkilerinin belirlenmesi ve konuk¢u dokularinda patojen DNA’ sinin
kantitatif olarak saptanmasina yonelik patojenisite tekniZinin gelistirilmesi
amaclanmustir.

Tiirkiye’ nin bes farkli ilinden elde edilen ve ag benek belirtileri gosteren
yapraklardan patojen izolasyonlar1 gerc¢eklestirilmistir. Pyrenophora teres f. teres
sliphesi bulunan izolatlar PDA ortaminda kiiltiire alinarak morfolojik ve molekiiler
karakterizasyon yontemleriyle dogrulanmistir. Morfolojik verilerin; Shoemaker
(1962)’ n farkli Pyrenophora tiirleri iizerinde yapmis oldugu morfolojik ve
taksonomik analizleriyle, Smedegard-Petersen, V. (1971)’ in P. teres’ in iki farkli

39



formunu saptamaya yonelik yapmis oldugu calismasiyla, farkli bugdaygiller
tizerinde hastaliga neden olan Pyrenophora, Setosphaeria, Cochliobolus tiirleri ve
bunlarin anamorf donemlerini igeren 182 tliriin ayrintili olarak tanimlandigi
Sivanesan (1987)’ i c¢alisma sonuglartyla, Liu vd. (2011)’ nin P. teres’ in
morfolojik ve mikroskobik 6zelliklerini, biyolojisini ve genetik yapisini inceledigi
calismasindan elde edilen verilerle ve Zhang vd. (2012)’ nin 174 Pleosporales
cinsini ele aldig1 ¢calismanin verileriyle uyumlu oldugu goriilmektedir.

Patojen popiilasyonlar1 igerisinde izolatlarin dogru bir sekilde tespit
edilmesi ve genetik varyasyonlarinin incelenmesi, hastalik yonetim stratejilerini ve
yetistirme yoOntemlerini belirlemek amaciyla olduk¢ca Onem tagimaktadir. Bu
calisma kapsaminda elde edilen izolatlara ait genomik DNA, gpdl/gpd2 ve
ITS1/ITS4 primer setleri kullanilarak analiz edilmistir. Benzer sekilde Zhang ve
Berbee (2001), Pyrenophora tiirlerini ve onun anamorfu olan Drechslera’ nin
taksonomisini incelemek amaciyla ITS ve GAPDH gen bolgelerinin DNA dizilerini
analiz etmistir. Calisma, 39 adet Pyrenophora ve Drechslera izolati ile 32 adet bes
dis grup ile yapilmis ve daha 6nce yanlis tanimlandigi belirlenen dort izolat
Bipolaris tiirleri olarak yeniden smiflandirilmigtir. Calisitlan GAPDH ve ITS
bolgelerinin tiiriin ayriminda yeterli ¢oziiniirliige sahip oldugu, bununla birlikte
NCBI GenBank veri tabaninda bireysel olarak sekans bolgelerinde bazi yanlis
uyusmalarin da gozlendigi ve bu durumun multilokus filogenetik analizler ile
konfirme edilmesi gerekliligi anlagilmistir.

Patojenisite calismalar1 Tekauz (1985) tarafindan yapilan arastirmalara
dayandirilarak gergeklestirilmis ve izolatlarin hastalandirma kabiliyetleri arasinda
farkliliklarin oldugu gézlemlenmistir. Daha 6nce yapilmis birgok ¢alismada, etmen
P. teres’ in denemede kullanilan genotip/gesitlere karsi patojenik varyasyon
gosterdigini bildirmistir (Pon, 1949; Khan ve Boyd, 1969; Tekauz 1990; Arabi vd.,
2003; Tuohy vd., 2006; Boungab vd., 2012; Liu vd. 2012; Akhavan vd., 2016;
Wallwork vd., 2016). Patojenisite testi sonucu goriilen bu farkliliklar da izolatlar
arasindaki genetik gesitliligin bir sonucu olarak degerlendirilebilir.

Tarim ve Orman Bakanlhi§i’ na bagh arastirma enstitiileri ile 6zel
firmalardan temin edilen 92 arpa ¢esidi iizerinde yapilmis olan gesit reaksiyonu
testleri sonucunda her ¢esitte semptom olusumu gézlenmis fakat cesitlerin patojene
kars1 gosterdigi reaksiyonlar arasinda belirgin farkliliklar tespit edilmistir. Ince 04,

Novasadski, Cervoice, Zeynelaga ve Sabribey c¢esitleri en hassas olarak
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belirlenirken, Harman, Bilgi 91, Unver, Aydanhanim ve Tokak 157/37 en dayanikli
cesitler arasinda yer almigtir. Diger cesitler ise orta derecede direngli, orta derecede
direngli-orta derecede duyarli olacak sekilde tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmalar,
arpa cesitlerine gére konukcu yanitinin ve patojenin hastalandirma kabiliyetinin
degisebildigini gostermistir (Liu vd., 2011). Karakaya ve Akyol (2006), kontrollii
kosullar altinda yapmis olduklar1 ¢alismada 15 yerel arpa ¢esidinin 4 adet P. teres
izolatina kars1 gosterdikleri fide donemi reaksiyonlarini incelemis ve c¢esitlerin
patojene karsi gosterdikleri tepkilerde belirgin farkliliklar tespit etmistir. Benzer
sekilde Karakaya vd. (2015), 25 arpa ¢esidinin 3 Ptt izolatina kars1 gosterdigi fide
donemi tepkilerini degerlendirmis ve bu calismada bulunan sonuglara benzer
sekilde Ince 04’ ii hassas gesitler arasinda belirlerken, Harman, Bilgi 91, Unver ve
Aydanhanim ¢esitlerini en dayanikli olarak tespit etmistir. Tagkoparan ve Karakaya
(2009), Dogan vd. (2013) ve Usta vd. (2014)’ de arpa gesitlerinin Ptm izolatlarina
karsi fide donemi reaksiyonlarini incelemis ve cesitler arasi farkliliklari
gbzlemlemislerdir. Daha 6nce yapilmis olan arastirmalarin sonuglari, bu ¢alismanin
sonuclariyla uyum saglamakta ve iilkemizde bulunan konukgu cesitleri ile patojen
izolatlarinda ytiksek genetik ¢esitlilik oldugunu gostermektedir. Hastaliga dayanikli
arpa gesitlerinin tercih edilmesi, etmenin neden oldugu verim ve kalite kayiplarini
siirlama acisindan katki saglayacaktir.

Etmen Ptt DNA’ sinin erken enfeksiyon asamasinda konuk¢u dokusundan
tespitine yonelik SYBR Green I temelli RT-PCR’ a dayali ¢alisma PttQ4-F/PttQ4-
R primer cifti kullanilarak gergeklestirilmistir. Primerin 6zgilliigii, enfekte
olmamis bitki dokularina ve diger iliskili mantar tiirlerine karsi test edilmis ve
dogrulugu onaylanmistir. Ayrica, bu spesifik primerin patojen DNA’ sin1 1 pg
diizeyinde saptayabildigi belirlenmis ve spesifik olarak 173 bp biiytikliiglinde bant
vermistir. Calismadan elde edilen sonuglarin Poudel vd. (2017)’ nin bulgular ile
ortiistiigii belirlenmistir. Inokulasyondan sonraki 1., 2., 3. ve 4. giinlerde yaprak
dokularindan elde edilen sonuglar, hastalik siddeti degerlendirmeleri ile arpa
cesitlerindeki patojen DNA miktarlar1 arasinda giiclii bir iligki oldugunu ortaya
koymustur. Hassas cesitlerde, dayanikli ¢esitlere kiyasla daha yiiksek seviyelerde
patojen DNA’ s1 tespit edilmis ve bu farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Inokulasyonun 4. giiniinde gesitlerin dayaniklilik diizeyleri Harman,
Tokak 157/37, Ince 04 ve Novasadski olarak siralanmistir. Bu sonuglar, Ptt’ nin

erken enfeksiyon asamasinda bitki dokusundan RT-PCR yontemiyle tespit
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edilmesinin miimkiin oldugunu gostermektedir. Ayrica, bu yaklasimin hassas ve
dayanikli arpa cesitlerinin ayriminda dnemli bir potansiyele sahip olabilecegi tespit
edilmistir.

Arpa tohumunlarinda Pyrenophora tiirlerinin tespiti ve miktarini belirlemek
amaciyla Bates vd. (2001), SYBR Green | kullanarak RT-PCR teknigi kullanmig
ve enfekteli tohumdan izole edilen patojen DNA’ sin1 pikogram seviyesine kadar
Ol¢ebilmistir. Ascochyta rabiei, Alternaria burnsii, A. solani, A. alternata, B.
sorokiniana gibi farkli patojenlerin ayni yontemle enfeksiyon diizeylerini izlemeye
yonelik ¢calismalar gergeklestirilmistir (Leiminger vd., 2015; Bayraktar vd., 2016;
Ozer ve Bayraktar, 2019; Alkan vd., 2022). Alkan vd. (2022) bugday yaprak
dokularinda B. sorokiniana’ nin tespitine yonelik benzer bir ¢alisma
gerceklestirmistir. Calismada SSU, ITS ve GAPDH boélgelerine 6zgii spesifik
primerler dizayn edilmis ve etmen DNA” s1, 0,01 pg 0,1 pg ve 1 pg diizeylerinde
basariyla tespit edilmistir. Dayanikli ve hassas olarak belirlenen ¢esitlerde hastalik
ilerlemesi, inokiilasyondan sonra 3., 5. ve 8. giinlerde yaprak dokularindan elde
edilen DNA miktarlar ile istatistiksel olarak farklilik gostermistir. Reaksiyonun
klasik degerlendirilmesi sonucu ve enfekteli bitki dokularindaki patojen miktari
arasinda yiliksek diizeyde bir korelasyon oldugu belirlenmistir. Elde edilen
sonuglarin bu c¢alisma verileriyle uyumlu oldugu tespit edilmistir. Calismamizda
kullanilan bu teknigin gorsel hastalik degerlendirmesine alternatif olarak
enfeksiyonun erken asamalarinda direngli yetistirme materyalinin etkin se¢ciminde
kullanilabilecegi, ayrica etmenin varligmin tespiti ve miktarinin Slgiimiinde de

yararli olacag diistiniilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Arpada zarara neden olan fungal hastalik etmenleri icerisinde bulunan P.
teres f. teres’ in neden oldugu ag benek hastaligi iilkemizde ve diinyada arpa
tiretimini sinirlayan 6nemli bir hastalik olarak kabul edilmektedir. Diger bir¢ok
hastalikta oldugu gibi miicadele stratejileri agisindan en gevreci, pratik ve ekonomik
olan yontem dayanmikli ¢esitlerin kullannmidir. Bu nedenle hastaliklara karsi
dayanikli gesitlerin belirlenerek kullanilmasi, siirdiiriilebilir iiretim agisindan da
biiyilk onem tagimaktadir. Bu ¢aligma kapsaminda Tiirkiye’ de yaygin olarak
yetistiriciligi yapilan arpa g¢esitlerinin, kontrollii kosullar altinda ag benek hastaligi
etmenine kars1 gosterdigi reaksiyonlar agisindan farklilik gosterdigi goriilerek
dayanikli ve hassas ¢esitler tespit edilmistir.

RT-PCR yontemi, patojenlerin teshisinde klasik PCR’ lara gore oldukga
hassas ve hizli bir yaklasim sunmaktadir. Ayrica konukc¢u dokudaki patojen
miktarinin zamanla kantitatif olarak izlenmesi konuk¢unun dayaniklilik durumunu
degerlendirmede basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Bu calismada, patojen DNA’
sinin enfekteli dokulardan tespiti amaciyla SYBR Green I temelli Real-Time PCR
kullanilmis ve alinan uygun Cq degerleri ile sigmoidal egriler, gergeklestirilen
yontemlerin dogrulugunu gostermistir. PCR 6zgiilliigli enfekte olmamis bitki
dokular1 ve iligkili diger fungus tiirleri lizerinde test edilmis, primerin sadece
hedeflenen tiire baglandig1 goriilerek dogrulanmistir. Ayn1 zamanda patojen DNA’
st 1 pg diizeyine kadar tespit edilebilmistir. Pyrenophora teres f. teres’ in erken
enfeksiyon asamasinda bitki dokusundan tespitine yonelik gergeklestirilen RT-PCR
analizleri sonucunda hassas gesitlerde daha yiiksek seviyelerde patojen DNA’s1
tespit edilmistir. Hassas ve dayanikli ¢esitler arasindaki farkin istatistiksel olarak
onemli diizeyde oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak, patojenin genetik ¢esitlilik gosterme potansiyeli dayanikli
1slah c¢alismalarmi siirekli ve zorunlu kilmaktadir. Bu c¢alisma kapsaminda
kullanilan RT-PCR yonteminin klasik teshis yontemlerine alternatif bir yaklagim
sunarak arpa iiretiminde hastaliga kars1 dayanikli cesitlerin erken donemde ayirt
edilmesine olanak saglayacagi ve hastalikla miicadelede uygun stratejilerin

belirlenmesi siireglerine katkida bulunacag diistiniilmektedir.
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