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Fasulye iretim alanlarinda 6nemli ekonomik kayiplara neden olan Colletotrichum
lindemuthianum’un neden oldugu antraknoz hastaligina karsi miicadele yontemlerine
katki saglamak amaciyla gergeklestirilen bu tez kapsaminda ilk olarak iilkemizin 7
farkli ilinden elde edilen 91 patojen izolat1 arasindaki genetik farkliliklar iPBS ve ISSR
yontemleri kullanilarak analiz edilmistir. Her iki marker sisteminin structure ve cluster
analizi sonucunda cografik dagilim ile iligkili olarak patojen izolatlar1 arasinda %72
genetik benzerlikte iki ana grubun bulundugu tespit edilmistir. Molekiiler varyans
(AMOVA) analizide bu genetik varyasyonun %58.7’nin izolatlar arasindaki genetik
farkliliklardan, %41.29’luk kisminin ise populasyonlar arasindaki farkliliklardan ileri
geldigini ortaya koymustur. Kantitatif PCR analizi ise patojen izolatlarina karsi
fasulyede savunma ile iliskili gen (PR1, PR2, PR3, PAL, GST, LOX ve POD)
ekspresyonlarinda zamana bagli olarak onemli farkliliklarn olustugunu gostermistir.
Elde edilen 693 fasulye genotipi tasidiklart dayaniklilik genleri i¢in degerlendirildiginde
ise Co-1°, Co-4, Co-6, Co-1, Co-11 ve Co-1* dayamklilik genlerinin test edilen
genotiplerde yaygin olarak bulundugu goriilmiistiir. Patojenisite testlerinde ise 7 cesit ve
6 fasulye genotipinin bu etmene karsi dayanikli oldugu belirlenmistir. Hastaliga karsi
dayanikli genotiplerdeki en yaygin dayaniklilik geninin Co-11 oldugu ve bunu Co0-6 ve
Co-1° genlerinin takip ettigi goriilmiistiir. Ayrica bu genotiplerin Co-1, Co-4, Co-10 ve
Co-13 genlerini tagidig1 belirlenmis olup bu Co gen kombinasyonlarinin hastaliga karsi
daha yiiksek bir dayaniklilik saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Fasulye antraknozuna
kars1 miicadelede BTH (acibenzolar-S-methyl), silisyum ve jasmonik asitin (MeJA)
etkisi incelendiginde ise BTH uygulamasinin en yiiksek etkiye sahip oldugu ve PR1 ve
PR2 gen ifadelerinin enfeksiyonun erken déneminde hizli bir sekilde artmasini sagladigi
tespit edilmistir. Elde edilen sonuglarin antraknoz hastaligina karsi miicadele
yontemlerinin ve 1slah programlarinin etkinliginin artmasma, konuk¢u savunma
mekanizmasi ile iligkili genlerin rolleri hakkinda daha fazla bilgi edinmemize ve
hastaliga kars1 farkli kontrol stratejilerinin gelistirilmesine onemli katki saglayacagi
diistiniilmektedir.
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Anahtar Kelimeler: Fasulye antraknozu, genetik farklilik, Co dayaniklilik geni, gen
ifadesi, bitki aktivatori, uyarilmis dayaniklilik, qRT-PCR



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

GENETIC CHARACTERIZATION OF Colletotrichum lindemuthianum CAUSING
BEAN ANTHRACNOSE AND INVESTIGATION OF RESISTANCE SOURCES TO
THE PATHOGEN

Giilsiim PALACIOGLU

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. Harun BAYRAKTAR

The present thesis aimed to contribute to disease management methods to anthracnose
disease, caused by the fungus Colletotrichum lindemuthianum, leading to important
economic losses in bean growing areas worldwide. For this purpose, genetic diversity of
91 isolates obtained from 7 provinces of Turkey was characterized by iPBS and ISSR
analysis. The cluster and structure analysis of both marker systems classified the
pathogen isolates into two main groups with a genetic similarity of 72%, which closely
associated with the geographic distribution of the isolates. The analysis of molecular
variance (AMOVA) showed that 58.7% of total genetic variability resulted from genetic
differences between the isolates within populations, while 41.29% was among
populations. The quantitative PCR analysis showed significantly time-dependent
differences in the expression of bean defense-related genes (PR1, PR2, PR3, PAL, GST,
LOX and POD) depending on pathogen isolates. Co-1°, Co-4, Co-6, Co-1, Co-11 and
Co-1* resistance genes were commonly found among common bean genotypes, when
693 bean genotypes from different provinces were evaluated for resistance genes.
Pathogenicity test confirmed that 7 cultivars and 6 common bean genotypes were
resistant against the pathogen. Resistant genotypes to the disease most commonly
carried Co-11 resistance gene, followed by Co-6 and Co-1° genes, respectively. They
carried Co-1, Co-4, Co-10 and Co-13 genes, suggesting the combinations of these Co
genes could provide more durable resistance to bean anthracnose. Also, the effects of
BTH (acibenzolar-S-methyl), silicon and jasmonic acid (MeJA) were evaluated for
controlling bean anthracnose in this study. BTH application was the most effective in
disease control and induced more rapidly the transcript level of PR1 and PR2 in the
early stages of infection. Results from this study could provide the improvement of
disease management systems and breeding programmes, a better understanding of genes
with related to host defence mechanism and the development of alternative control
strategies to anthracnose disease.

July 2021, 123 pages

Key Words: Bean anthracnose, genetic diversity, Co resistance gene, gene expression,
plant activators, induced resistance, qRT-PCR
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1. GIRIS

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.), Fabaceae (Baklagiller) familyasinin Phaseolus (P.)
cinsi igerisinde yer alan Orta Amerika kokenli bir kiiltiir bitkisidir. Bu cinse ait 230 adet
tir bulunmakta ancak bunlardan 20 kadarinin ekonomik diizeyde yetistiriciligi
yapilmaktadir (Sehirali 1988). Phaseolus vulgaris ve P. coccineus diinyada en yaygin
yetistirilen tiirler arasindadir. Yemeklik baklagiller igerisinde bulunan fasulye, icerdigi
mineral maddeler, vitaminler ve protein (%18-31,6) miktar1 ile besin degeri agisindan
oldukg¢a zengin bir sebze tiiriidiir (Peksen ve Artik 2005).

Diinyada yesil fasulye olarak 1.649.711 hektar (ha) alanda, kuru fasulye olarak
33.066.183 ha alanda ekimi yapilan fasulye bitkisi en fazla tiretilen yemeklik baklagil
bitkisidir (Anonymous 2021). Cin, Hindistan, Endonezya ve Tayland gibi iilkeler yesil
fasulye tiretiminde ilk siralarda yer alr iken iilkemiz 43.702 ha alanda 596.074 ton
tretim ile 5. sirada yer almaktadir. Kuru fasulye iiretiminde ise 88.899 ha alanda
225.000 ton iiretim ile 22. sirada yer almaktadir (Anonymous 2021). Ulkemizin hemen
hemen tiim cografik bolgeleri fasulye tiretimine uygun olmakla birlikte taze fasulye igin
en fazla iiretim Bati1 Karadeniz bolgesinde; kuru fasulye i¢in Bati Anadolu bdlgesinde

gerceklestirilmektedir (Anonim 2021).

Fasulye bitkisi diinyada ve iilkemizde yaygin bir iiretim alanina sahip olmasina ragmen
elde edilen verim diizeyi istenilen miktarda degildir. Bunun baslica nedenleri bolgesel
cesitlerin hastaliklara hassasiyeti, ¢cevresel stres, kuraklik, hastaliklar, zararlilar ve hatali
iirlin yonetimidir. Fasulyede sorun olan hastalik etmenleri arasinda 31 fungus, 5 bakteri,
18 virus ve 2 fitoplazma benzeri olmak {iizere toplam 56 adet patojenin fasulyede
hastaliga sebep oldugu bildirilmistir (Hall 1994). Fungal hastaliklar icerisinde
hemibiyotrofik bir fungus olan Colletotrichum lindemunthianum (Sacc. & Magnus)
Briosi & Cavara‘un neden oldugu antraknoz hastaligi ise fasulyede en tahripkar hastalik
etmenlerinden bir tanesidir ve enfekteli tohum kullanilmasi durumunda % 100’e varan
iriin  kayiplarina neden olabilmektedir (Padder vd. 2017). Fungus Ascomycota

boliimiinde, Pezizomycotina alt boliimiinde, Sordariomycetes sinifinda, Glomerellales



takiminda, Glomerellaceae familyasi altinda yer almaktadir. Bitkinin tim yetisme
donemi boyunca hastalik meydana gelebilmekte ve bitkinin yapraklari, saplari, baklalari
ve tohumlarmi kapsayan tiim toprak iistii kisimlar1 etmen tarafindan enfekte
olabilmektedir. Enfeksiyon ilk olarak yeni ¢ikan fidelerin kotiledon yapraklarinda ve
govdelerinde koyu kahverengi, ortasi hafif ¢okiik lekeler seklinde gozlenmektedir (Sekil
1.1). Boyle fideler ya gelisemeden Olmekte ya da gelismede gerilik meydana
gelmektedir. Daha sonra bitkinin yapraklarinda, saplarinda ve kapsiilde ortasinda
pembemsi spor yiginlart olan kirmizimsi1 kahverengi halkayla sinirlandirilmis, farkl
boyutlarda yuvarlak ¢okiik lekeler meydana gelmektedir. Lezyonlarin merkezinde
tiretilen konidiler sekonder enfeksiyonlari olusturarak diger bitkilere yayilimi
saglamaktadir. ileri enfeksiyonlarda yapraklarin alt yiizeyindeki damarlarda uzun,
kahverengi lezyonlar gézlenmektedir. Enfekteli tohumlarda ise sarimsi kahverengi ice
¢okiik lezyonlar olugsmakta ve ¢imlenme yetenekleri kaybolmaktadir. Etmen kisi bu
enfekteli tohumlarda veya hastalikli bitki artiklarinda gecirmektedir. Konidi ¢imlenmesi
ve enfeksiyon olusumu i¢in en uygun kosullar 18-22°C arasinda sicaklik, % 92’nin

iistiinde nem ve 12 saat yaprak 1slaklik siiresi gerekmektedir. Uygun iklim kosullarinda,

enfekteli tohum ve hassas c¢esitler kullanildiginda tiim {irline hasar verebilecek

epidemiler olusabilmektedir (Hall 1994).

Sekil 1.1 Colletotrichum lindemuthianum’un fasulye fidelerinin kotiledon yaprak,
govde (a), kapsiil (b) ve tohumlarda (c) meydana getirdigi lezyonlar



Antraknoz hastaligina karsi1 miicadelede fungisit uygulamalari, iirlin rotasyonu, temiz
tohum kullanimi 6nerilmekle birlikte en etkili miicadele yonteminin dayanikli gesit
1slah1 oldugu bilinmektedir (Gongalves-Vidigal vd. 2009; Boersma vd. 2013). Ancak
patojen populasyonlarindaki yiiksek genetik farklilik ve buna bagli olarak 247’den fazla
irkinin bulunmasi bu etmene kars1 dayanikli ¢esit 1slah1 ¢aligmalarini giiglestirmekte ve
stirekli yeni dayaniklilik kaynaklarinin bulunmasimi gerektirmektedir (Ishikawa vd.

2008; Martiniano-Souza vd. 2017).

Dayanikli  ¢esitlerin  gelistirilmesi ve etkili hastalik kontrol sistemlerinin
olusturulabilmesi i¢in patojen populasyonlarinda var olan genetik farkliligin ortaya
konmas1 gerekmektedir. Bu nedenle farkli organizmalardaki genetik farkliliklar1 ortaya
koymak amaciyla bir¢ok teknik gelistirilmistir. Patojenlerin populasyon yapilarindaki
farkliliklar1  ortaya koyan bu  polimorfizmler  biyolojik  aktiviteleri  ve
patojenisitelerindeki farkliliklari ile iliskili faydali sonuglar saglayabilmektedir (Padder
vd. 2017). Diinyada yapilan ¢alismalarda C. lindemuthianum izolatlar1 arasindaki
genetik farkliliklar1 arastirmak i¢in RAPD, IRAP ve AFLP gibi farkli teknikler
kullanilmistir (Gonzalez vd. 1998; Padder vd. 2007; Bardas vd. 2009; Barcelos vd.
2011; Gonzaga vd. 2015). Ulkemizde ise C. lindemuthianum populasyonu ve genetik
polimorfizmi hakkinda ¢ok az sayida ¢aligma bulunmaktadir. Bu kapsamda yapilan
caligmalarda Repetitive element PCR fingerprinting (Rep-PCR), Random amplified
microsatellite-technique (RAMS) ve RAPD markerleri kullanilmigtir (Canseven 2011).

Molekiiler markerler arasinda ISSR yontemi genel olarak genom {zerindeki
microsatellit tekrarlanma bdolgelerinin amplifikasyonuna dayanan bir PCR ydntemidir.
Teknik karsit iplik¢iklerde bulunan iki ayni mikrosatellit tekrar bolgesi arasindaki DNA
segmentinin amplifikasyonuna dayanmaktadir. Yontem kullanilan primerlere bagl
olarak RAPD, AFLP ve mikrosatellit gibi yontemlerin faydalarinin ¢ogunu kombine
etmektedir. Uygun maliyetli ve kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle farkli fungal
patojenlerin tespiti ve genetik farkliliklarin ortaya ¢ikarilmasinda, genom
haritalamasinda, filogenetik arastirmalarda ve evrimsel biyoloji alanlarinda yaygin

kullanim alan1 bulmustur (Mahmodi vd. 2014; Ozer vd. 2020; Palacioglu vd. 2020).



Funguslardaki genetik farkliliklarin arastirilmasinda son zamanlarda yaygin bir
kullanim alani bulan transpozal elementler ise DNA dizisinde mevcut pozisyonunu
degistirebilen pargalar olarak tanimlanmaktadir. Transpozal elementin taginma
pozisyonuna gore genin yapisinda veya gen ifadesinde degisikliklere sebep
olabilmektedir. Kalendar vd. (2010) Universal Retrotransposon Markers sistemi olarak
inter Primer Binding Site (iPBS) retrotransposons yontemini gelistirmis ve bu yontemin
bitkilerdeki genetik farkliliklar1 arastirmak icin gii¢lii bir teknik oldugunu belirtmistir.
Son doénemlerde ise bu teknik farkli fungus tiirleri arasindaki intra ve interspesifik
polimorfizmlerin belirlenmesinde kullanilmaya baslanilmistir (Pourmahdi ve Tahari
2015; Ozer vd. 2017; Erper vd. 2021). Bu calisma kapsaminda iilkemizin 6nemli
fasulye iretim alanlarindan elde edilen C. lindemuthianum izolatlarinin genetik
yapisindaki intra ve interspesifik polimorfizmlerinin ortaya konulmasi amaciyla ilk kez

ISSR ve iPBS yontemlerinin kullanabilirligi arastirilmistir.

Anavatan1 Orta Amerika olan fasulye bitkisinin Orta Amerika (Mesoamerican) ve
Giiney Amerika (Andean) bolgelerini kapsayan iki gen havuzu bulunmaktadir (Galvan
vd. 2006; Angioi vd. 2010). Orta Amerika bolgesindeki patojen wrklarinin hem Orta
Amerika hem de Giiney Amerika gen havuzlarindaki fasulye genotiplerinde viriilent
oldugu bildirilirken, Giiney Amerika’daki wrklarin daha spesifik ve daha ¢ok Giliney
Amerika gen havuzuna ait fasulye genotiplerinde viriilent olmaya egilimli oldugu
bildirilmistir (Pastor-Corrales vd. 1995; Balardin ve Kelly 1998). Ulkemizdeki fasulye
genotiplerinin ise ¢ogunlukla Giiney Amerika kokenli oldugu farkli arastiricilar
tarafindan tespit edilmistir (Logozzo vd. 2007; Erding 2012; Ekincialp ve Sensoy 2013).
Bu gen havuzlarina bagli olarak hastaliga kars1 dayaniklilik saglayan ¢ok sayida gen
kaynagi bulunmus olup bu genler “Co” sembolii ile isimlendirilmektedir. Antraknoz
hastaligina kars1 dayaniklilikta etkin rol oynayan bu genlerden dominant Co-1 (Co-1?,
Co-13, Co-1* Co-1°), Co-12, Co-13, Co-14 ve Co-15 genlerinin Giiney Amerika; Co-2,
Co-3%, Co-3% Co-4, Co-4%, Co-4°, Co-5, Co-6, Co-7, Co-9, Co-10 ve Co-11 dominant
genleri ile co-8 resesif geninin ise Orta Amerika gen havuzuna dahil oldugu
bildirilmektedir (Gongalves-Vidigal vd. 2009; Gongalves vd. 2010). Antraknoz
hastaligina kars1 Co-1, Co-2, Co-3, Co-4, Co-5, Co-6, Co-10, Co-11 ve Co-13
dayaniklilik genleri ile iliskili Cleaved Amplified Polymorphic Sequence (CAPS),



Sequence Characterized Amplified Region (SCAR), RAPD, SSR markerleri farkli
arastiricilar tarafindan tespit edilmis olup diinyada islah ¢alismalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Geffroy vd. 1998; de Queiroz 2004; Gongalves-Vidigal ve Kelly
2006; Awale vd. 2008; Lacanallo vd. 2010). Ulkemizde ise fasulye bitkisindeki
dayaniklilik kaynaklarmin molekiiler markerlerle belirlenmesine yonelik olduk¢a sinirl
calisma bulunmaktadir (Erding vd. 2017; Ekincialp ve Sensoy 2018) . Bu ¢alismada ise
Tiirkiye’nin 35 ilinden elde edilen fasulye genotiplerindeki antraknoz hastaligina karsi
dayaniklilik kaynaklariin marker destekli seleksiyon (MAS; Marker assisted selection)

yontemiyle belirlenmesi amaglanmustir.

Bitkiler evrim siiregleri boyunca patojen enfeksiyonlarina karsi kendilerini savunmak
icin farkli dayaniklillk mekanizmalar1 gelistirmistir. Bu kapsamda bitkilerdeki
morfolojik bariyerler, sekonder metobolitler ve PR proteinlerini kontrol eden sinyal
mekanizmasinda rol oynayan savunma genlerinin aktivasyonu, patojen gelisimi ve
yayitlimint sinirlandirmak igin farkliliklar géstermektedir (Andersen vd. 2018). Bu
savunma tepkilerinin patojen populasyonlarina karsi énemli farkliliklar gostermekte
oldugu goz oniine alindiginda, patojene bagli olarak bu savunma genlerinin ekspresyon
orani ve zamanlamasi arasindaki farkliliklarin ortaya konulmasi kontrol yontemlerinin
etkinliginin arttirilmas1 agisindan O6nemli bilgiler saglayacagi diisiiniilmektedir.
Fasulyede yapilan konukgu patojen interaksiyonu ¢aligmalarinda patojen enfeksiyonlar
esnasinda bir¢ok farkli genin rol oynadigi ve bunlarin transkripsiyonlarinda onemli
farkliliklarin bulundugu farkli arastiricilar tarafindan tespit edilmistir (Borges vd. 2012;
Padder vd. 2016; Vasconcellos vd. 2016; Fontenelle vd. 2017; Todd vd. 2017). Bu
calismanin amaglarindan biri de iilkemizdeki yaygin patojen genotipleri arasinda
dayanikliligin uyarilmasinda rol oynayan gen ekspresyonlarindaki farkliliklarin ortaya
konulmas1 olarak belirlenmistir. Konukgu patojen interaksiyonu calismalarinda
savunma ile iliskili genlerin tespiti ve miktar tayini i¢in Northern blot, cONA arrayleri,
Suppression substractive hybridisation (SSH), RNA-seq ve Real time PCR teknolojileri
gibi pek cok farkli yontem kullanilmaktadir (Mayo vd. 2016; Padder vd. 2016;
Vasconcellos vd. 2016; Todd vd. 2017). Ancak bu yontemler arasinda yiiksek miktarda
RNA gerektirmesi, disiik dogruluk ve hassasiyetleri, maliyetleri agisindan 6nemli

farkliliklar bulunmakta ve bu nedenle kullanim alanlar1 siirlandirilmaktadir (Maios



2006). Real-time PCR metodu ise giivenilir ve kesin bir metot olmasi ve ayrica diger
yontemlerin dogrulanmasi amaciyla ekspresyon analizi g¢aligmalarinda yaygin bir
kullanim alan1 bulmustur (Xue vd. 2015; Oliveira vd. 2015a,b; Fontenelle vd. 2017).
Real time PCR’mn en Onemli 6zelligi kantitatif analiz yapmasidir. Hedef DNA’nin
zaman igerisinde miktarinda meydana gelen degisimi kesin bir sekilde tespit etme
imkan1 sunmaktadir. Tespit i¢in farkli kimyasallar bulunmasina ragmen bitki patojeni
funguslarin tespitinde daha ¢ok SYBR green teknolojisi tercih edilmektedir (Okubara
vd. 2005, Garrido vd. 2009).

Gliniimiizde bitki fungal hastaliklarinin kontroliinde kullanilan en yaygin metot fungisit
uygulamalaridir. Bununla birlikte kanunsal sinirlamalar ile insan ve g¢evreye olumsuz
etkileri fungisit kullaniminda 6nemli engeller olusturmaktadir. Ayrica giiniimiizde
organik iiriin tiikketimine yonelik egilim giderek artmaktadir. Ulkemizde ise farkl illerde
organik fasulye yetistiriciligi konusunda farkli proje ¢alismalar1 gerceklestirilmektedir
(Anonim 2017a,b). Bu kapsamda bitki hastaliklarinin kontroliinde alternatif ¢cevre dostu
uygulamalarin gelistirilmesi ve 6zellikle bitkilerdeki dogal savunma mekanizmalarinin
uyarilarak patojenlere karst dayaniklilik saglanmasi iizerine yogun arastirmalar
yapilmaktadir (Polanco vd. 2012; 2014a; Arseneault vd. 2014; Rahman vd. 2015; Mayo
vd. 2016). Bitkilerde genetik manipulasyon olmadan bitkinin dogal savunma
mekanizmasinin uyarilmasi veya artmasi uyarilmis dayaniklilik (induced resistance)
olarak adlandirilmaktadir. Bitkilerdeki dogal savunma mekanizmalari patojen
enfeksiyonu sirasinda uyarilabildigi gibi disaridan farkli kimyasallarin uygulanmasi ile
de uyarilabilmekte ve hastaliklara kars1 dayaniklilik saglanabilmektedir (Oostendorp vd.
2001; Lopez ve Lucas 2002; Martinez-Aguilar vd. 2016). Dayanikliligin uyarilmasinda
kullanilan bu bilesikler bitkilerdeki dayaniklilik mekanizmasinda etkili olan salisilik
asit, BTH (Benzo (1,2,3) thiadiazole-7-carbothioic acid S-methyl ester), INA (2,6-
dichloroisonicotinic acid), BABA (DL-3-aminobutyric acid), jasmonik asit gibi
kimyasallarla ilgili genlerin aktivasyonunda ve sinyal mekanizmalarinda ikincil
uyaricilar olarak rol oynadiklart bilinmektedir (Kessmann vd. 1994; Lawton vd. 1996;
Metraux 2001; Walters vd. 2007). Bu kapsamda farkli bitki aktivatorlerinin fasulye
antraknozuna kars1 dayamiklilik sagladigina dair bazi arastirmalar gergeklestirilmistir

(Polanco vd. 2012; 2014b; Rodrigues vd. 2015). Ancak bu c¢alismalar sadece bitkideki



hastalik siddetinin engellenmesi ve bazi enzim aktivitelerinin belirlenmesi seklinde
gerceklestirilmis olup bu patojene karst elde edilen dayanikliligin hangi genlerle iligkili
oldugu ve  dayamiklilk  mekanizmalarindaki  rolii  iizerine  calismalar
gerceklestirilmemistir. Bu ¢alismada ise fasulye antraknozuna karsi alternatif miicadele
yontemi olarak dayaniklilik mekanizmasinin uyarilmasinda BTH (acibenzolar-S-
methyl), silisyum ve jasmonik asit etkisinin belirlenmesi ve dayaniklilikta rol oynayan
genlerin transkripsiyon seviyelerindeki zamana bagl olarak farkliliklarin real-time PCR

yontemi ile incelenmesi hedeflenmistir.

Genel olarak bu tez kapsaminda iilkemizde ve diinyada fasulye iiretim alanlarinda
yaygin olarak goriilen C. lindemuthianum’un genetik karakterizasyonunun yapilmasi,
dayaniklilik kaynaklarinin = belirlenmesi ve alternatif miicadele yontemlerinin
etkinliginin klasik ve gen ifadesi diizeyinde ortaya konulmasi amaclanmistir. Bu

dogrultuda:

v" Colletotrichum lindemuthianum’un populasyon yapisindaki genetik farkliliklarin
Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) ve Inter Primer Binding Site (iPBS)
yontemleri ile incelenmesi

v Ulkemizdeki bazi énemli fasulye genotip ve cesitlerinin hastalik etmenine karsi
reaksiyonlarinin belirlenmesi

v' Farkli illerden toplanan fasulye genotiplerindeki dayaniklilik kaynaklarinin
Marker Destekli Seleksiyon (MAS) ile belirlenmesi

v' Patojen genotiplerine bagli olarak bitkideki dayaniklilik gen ekspresyonlarindaki
degisimlerin incelenmesi

v' Patojene karsi alternatif miicadele yontemi olarak dayaniklilik mekanizmasinin
uyarilmasinda farkli kimyasal uyaricilarin gen ekspresyonlari tizerindeki etkisinin

incelenmesi hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Colletotrichum lindemuthianum Populasyonlarindaki Patojenik ve Genetik
Farkhliklarinin Arastirilmasi Uzerine Yapilan Calismalar

Fasulyede goriilen hastalik etmenleri igerisinde Colletotrichum lindemuthianum’un
neden oldugu antraknoz hastalig1 fasulye yetistiriciligi yapilan tiim alanlarda en yaygin
gorlilen hastalik etmenidir. Yaygin bir patojen olmasi ve yiliksek diizeyde genetik
farklilik gostermesi nedeniyle bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda 247’den fazla 1rki
oldugu tespit edilmistir (Martiniano-Souza vd. 2017). Ulkemizde ise Alam ve Rudolph
(1993) tarafindan yapilan ilk ¢alismada farkli bolgelerden elde edilen izolatlar arasinda
4 farkli irkin [alfa (a), beta (), gama (y) ve delta (8)] bulundugu tespit edilmistir.

Madakbas vd. (2006) ise gergeklestirdikleri ilk ¢alismada Orta Karadeniz Bolgesi’nden
toplanan fungus izolatlarinin alfa (o), beta (B) ve delta (8) wrklarina ait oldugunu
belirtirken, daha sonra binary isimlendirme ve uluslararasi ayirici set ile yaptiklart diger
bir ¢alismada Tirkiye’nin farkli illerinden toplanan 51 izolat arasinda 35 irkin

bulundugunu bildirmistir (Madakbas vd. 2013).

Ulkemizdeki patojen izolatlariin patojenik ve genetik farkliliklarinin Canseven (2011)
tarafindan incelendigi diger bir ¢alismada Rep-PCR, RAMS ve RAPD markerlar:
kullanilmigtir. Dort farkli bolgeden elde edilen 47 izolat arasinda % 100 genetik
cesitlilik oldugu ve izolatlar arasinda 37 irk bulundugu belirtilmistir.

Diinyada da patojen izolatlar1 arasindaki patojenik ve genetik farkliliklari incelemek
amaciyla ¢ok sayida galisma gerceklestirilmistir. Bu kapsamda Amerika kitasinda yer
alan Brezilya, Dominik Cumhuriyeti, Honduras, Meksika ve Amerika Birlesik
Devletlerinden elde ettikleri 138 C. lindemuthianum izolatinin genetik farkliliklarini
RAPD yontemi ile arastiran Balardin vd. (1997), izolatlarin 15 gruba ayrildigimi
bildirmistir. Ayrica izolatlarin ayriminda belirli bir cografi model olmadig1 ve en biiyiik

iki grubun ele alinan tiim iilkelerden izolatlar barindirdigi belirtilmistir. Ayrica



izolatlarin virlilenslik ozellikleri ile genetik dagilimlar1 arasinda da bir iligki

bulunmadig: bildirilmistir.

Arjantinin kuzeybatisindaki yabani fasulyelerden elde edilen 5 populasyona ait 45 C.
lindemuthianum izolatinin genetik farkliliklarini inceleyen Sicard vd. (1997), RAPD
yontemi ile iki ana grup olustugunu ve izolatlarin bulundugu cografi bolge ile
gruplanmalar: arasinda pozitif bir iligki oldugunu belirtmistir. Ayrica yapilan AMOVA
analizinde toplam genetik varyasyonun ¢ok biiyiik bir kisminin populasyonlar i¢cindeki
farkliliktan kaynaklandigi ve populasyonlar arasindaki farklilagsma onemli olmasina

ragmen zayif kaldig: bildirilmistir.

Gonzalez vd. (1998) Meksika’nin farkli bdlgelerinden elde ettikleri 59 C.
lindemuthianum izolatmmin genetik varyasyonunu inceledikleri caligmada, RAPD
verisi ile tamami polimorfik olan 62 band degerlendirirken, AFLP yontemi ile 183’1
polimorfik olan 230 band degerlendirmistir. Her iki yontemle de izolatlar iki ana gruba
ayrilmig ve bu gruplar icerisinde daha kiiclik alt gruplarin olustugu ancak izolatlarin
dagilimlar1 arasinda farkliliklar oldugu bildirilmistir. Yontemler ile olusturulan
dendogramlar1 incelemek amaciyla yapilan korelasyon analizlerinde ise diisiik r
degerleri ile dendogramlar arasindaki iliskinin zayif oldugu belirtilmistir. Bununla
birlikte RAPD yontemi ile elde edilen dendogramda izolatlarin dagilimi ile cografi
bolge arasinda iliski bulunmazken AFLP yonteminde dogrudan bir iligki oldugu

belirtilmistir.

Orta Amerika, Giiney Amerika, Avrupa ve Afrika {ilkelerinden toplanan C.
lindemuthianum izolatlarinin patojenik ve genetik farkliliklarini inceleyen Ansari vd.
(2004), AFLP yontemiyle 50 ile 350 bp arasinda degisen biiyiikliiklerde 575 band
degerlendirmis ve bunlarin % 17’sinin polimorfik oldugu bildirilmistir. Jaccard
metoduna gore olusturulan dendogramda izolatlarin 3 gruba ayrildigi, elde edilen
dendogramin benzerlik matriksi ile kofenetik matris (r=0.82) arasinda giiglii bir iligkiye
sahip olmakla birlikte bu ayrimin cografi bolgelerle iliskili oldugu belirtilmistir. Ayrica

Giiney ve Orta Amerika izolatlarinin ¢ogunlugunun iki cluster arasinda gruplandigi ve



Avrupa ile Afrika izolatlarinin genetik olarak daha c¢ok Orta Amerika izolatlarina

benzedigi bildirilmistir.

Damasceno e Silva vd. (2007) Brezilya’nin Minas eyalatine ait 5 farkli bolgeden elde
ettikleri 48 C. lindemuthianum izolatinin patojenik ve genetik varyasyonu ile
populasyon yapilarini arastirdiklarr ¢alismada, RAPD primerleri ile 64 polimorfik band
elde edilmis ve izolatlarin % 89.6 benzerlik ile bes gruba ayrildigni bildirmistir.
Bolgeler arasindaki farklilasmayi daha iyi degerlendirmek amaciyla yapilan AMOVA
analizinde ise populasyonlar i¢indeki varyasyonun % 96.06 ile olduk¢a yiliksek oldugu
ve buna bolgeler arasindaki tohum degisiminin katki saglamis olabilecegi bildirilmistir.
Ayrica izolatlarin genetik gruplanmasi ile cografi bolgeleri arasinda ve genetik
varyasyon ile patojenik karakterizasyon arasinda herhangi bir korelasyon olmadigi

belirtilmistir.

Himalaya Pradesh bolgesindeki 5 farkli populasyona ait 76 C. lindemuthianum
izolatinin genetik varyasyonunu 6 RAPD primeri ile inceleyen Padder vd. (2007), 12
polimorfik lokus elde etmis ve bunlarin 10 tanesinin populasyonlar arasinda oldukg¢a
farkli oldugunu belirtmistir. Populasyonlar icindeki gen farkliligin1 gosteren Hs
degerlerinin ise 0.26 ile 0.31 araliginda degiserek oldukga yiiksek oldugu bildirilmistir.
Bu kapsamda populasyonlar igindeki genetik farkliliklarin olduk¢a yiiksek olmasina
ragmen yakin mesafedeki iki populasyon arasindaki gen farkliligi haricinde diger
populasyonlar arasindaki varyasyonun disiik oldugu belirtilmistir. Populasyonlar
arasindaki gen akisinin diisiik olmasinin nedeni ise c¢alismanin gergeklestirildigi
Himalaya Pradesh bolgesinin topografik yapisi ve bolgelerde yerel fasulye c¢esitlerinin

yetistirilmesi ile agiklanmistir.

Sharma vd. (2007) Hindistan’in kuzeybati Himalaya eyaletinden elde ettikleri 90 C.
lindemuthianum izolatin1 9 RAPD primeri ile karakterize etmis ve bu izolatlardan %
87.5’inin polimorfik oldugu, 0.2 ile 3.5 kilo baz (kb) arasinda degisen biiyiikliiklerde 80
band degerlendirmistir. RAPD verisiyle olusturulan UPGMA (Unweighted pair group

method using arithmetic averages) analizinde izolatlarin % 57 benzerlikle iki ana gruba
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ayrildig1 ve izolatlar ile cografi dagilim arasinda herhangi bir iliski bulunmadig:

bildirilmistir.

Ishikawa vd. (2008) yaptiklar1 calismada Brezilya’nin farkli bolgelerinden, farkli
zamanlarda ve farkli konuk¢uklardan elde ettikleri 65 nolu 1ka ait 13 C.
lindemuthianum izolatinin genetik c¢esitliligini 24 RAPD primeri ile incelemis ve 83
polimorfik band elde etmistir. Dice’in benzerlik matriksine gore olusturulan
dendogramda benzerlik katsayilarinin 0.54 ile 0.82 arasinda degistigi ve izolatlarin 11
gruba ayrildigr bildirilmistir. Irk icerisindeki genetik farklilikligin oldukca yiiksek
olmasiyla birlikte izolatlarin elde edildikleri cografik bolgelere gore ayrilmadig

belirtilmistir.

Yunanistan’in ti¢ farkli bolgesinden elde edilen 35 C. lindemuthianum izolatinin genetik
farkliliklar1 7 RAM primeri ve 3 ERIC-BOX (The enterobacterial repetitive intergenic
consensus sequence) primeri ile Bardas vd. (2009) tarafindan incelenmistir. RAM PCR
ile primer basina 4 ile 11 arasinda degisen sayida band degerlendirilmis ve bunlarin
biiyiikliiklerinin 100 ile 1600 bp arasinda degistigi bildirilmistir. UPGMA analizi ile
olusturulan dendogramda izolatlarin % 73 genetik benzerlikle iki ana gruba ayrildig1 ve
birinci ana grupta cografi bolge ile iligkili 33 izolat bulunurken digerinde 3 izolat
bulundugu bildirilmistir. ERIC ve BOX PCR calismalarinda ise 200 ve 2500 bp
arasinda degisen biyiikliiklerde PCR iiriinleri degerlendirilmis ve UPGMA ile elde
edilen dendogramda % 68 genetik farklilik ile 3 grup olustugu bildirilmistir. Her iki
yontemdeki clusterda alt gruplardaki izolat dagilimlarinin cografi bolge ile iliskili
oldugu belirtilmistir. Ayrica elde edilen dendogramlar ile kullanilan yontemler
arasindaki korelasyonu degerlendirmek amaciyla yapilan kofenetik matris degerlerinin

(r=0.58) dogrusal oldugu bildirilmistir.

Eseyli tremenin C. lindemuthianum’un genetik varyasyonuna etkisini aragtirmak
amaciyla 5 populasyona ait 200 izolat1 28 RAPD primeriyle inceleyen Souza vd.
(2010), 128 polimorfik lokus elde etmis ve izolatlarin populasyon yapilarina gore bes
gruba ayrildigimi bildirmistir. Populasyonlar arasindaki genetik farklilik (Gst=0.6455)
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oldukca onemli bulunmakla beraber, bu farkliligin % 69’unun bireysel populasyonlar
arasmndan, % 31’inin populasyonlar icindeki varyasyondan kaynaklandigi tespit

edilmistir.

Brazilya’nin Pernambuco eyaletinden elde edilen 17 C. lindemuthianum izolatinin
genetik farkliliklarini ITS bdlgesinin sekanslanmasi ile inceleyen Martiniano-Souza vd.
(2017), 12 izolat1 GenBank veritabanindaki izolatlar ile kiyaslamis ve 12 tanesinin 2047
nolu irk ile % 100 benzerlik gosterdigini bildimistir. Ayrica izolatlar arasindaki en
biiyiikk genetik farkliligin ¢ok sayida SNP icermesi nedeniyle ITS 2 bdlgesinde
goriildigi belirtilmistir.

Maibam vd. (2015), Hindistanin’in Meghalaya eyaletinde yaygin olarak yetistirilen 20
Fransiz fasulye genotipinin C. lindemuthianum’a karsi reaksiyonlarini arastirdiklar
caligmada, Rajma Gold, ML-D ve ML-F genotiplerinin (% 24.4-31.1 hastalik indeksi)
kismen dayanikli, 10 genotipin (% 34.44-55.55 hastalik indeksi) kismen hassas ve 7
genotipin % 56.66-77.77 hastalik siddeti indeksleri ile hassas oldugunu bildirmistir.
Calisma kapsaminda test edilen genotiplerin higbirinin yiliksek derecede dayaniklilik

veya hassasiyet gostermedigi belirtilmistir.

Brezilya’nin Santa Catarina ve Parand eyaletlerinden elde edilen 15 fasulye genotipinin
C. lindemuthianum’a kars1 reaksiyonlarinin belirleyen Fioreze vd. (2018) ise yerel
fasulye cesitlerinin biiylik ¢ogunlugunun kismen dayanikli oldugunu bildirmis ve bu
genotiplerin antraknoza kars1t dayaniklillk kaynagi olarak kullanilabilecegini

bildirmistir.

Kiptoo vd. (2020), Kenya’da 15 fasulye genotipinin reaksiyonlarim1 degerlendirdikleri
caligmada, 3 genotipin dayanikli, 3 adedinin hassas reaksiyon gosterdigini tespit
etmistir. Antraknoza kars1 hassas ve dayanikli olarak tanimlanan bu genotiplerin, 1slah
programlarinda dayaniklilik materyali olarak kullanilmasinin  faydali  olacag:

bildirilmistir.
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Otuz farkli Yunan fasulye genotipinin farkli C. lindemuthianum 1wrklarma karst
reaksiyonlarini inceleyen Bardas vd. (2007) testlenen genotipleri hastalik
reaksiyonlarina gore 9 farkli gruba ayirmis ve iki adedinin (Ithomi FS60 ve Larisa) tiim

patojen izolatlarina kars1 dayanikli reaksiyon gosterdigini bildirmistir.

2.2 Marker Destekli Seleksiyon Amaciyla Yapilan Calismalar

Antraknoz hastaligina karst miicadelede en etkili ve siirdiiriilebilir yontem dayanikli
1slah materyallerinin gelistirilmesidir. Bu kapsamda yapilan ¢alismalarda dayaniklilikta
rol oynayan c¢ok sayida gen tespit edilmis ve bu genler Co sembolii ile
isimlendirilmistir. Bugiine kadar hem Orta Amerika hem de Giiney Amerika fasulye
genotiplerine ait 23 adet Co lokusu genetik haritalarda belirlenmis ve bunlarla iliskili
¢ok sayida molekiiler marker gelistirilmistir (Campa vd. 2014; Trabanco vd. 2015). S6z
konusu markerlar, ¢cok sayida tlilkede dayanikli gesitlerin segilmesi, yeni dayaniklilik
kaynaklarinin tespit edilmesi ve farkli gen havuzlarina ait genlerin kombinasyonu ile
antraknoza karsi genis spektrumlu dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi amaciyla fasulye
1slah programlarina dahil edilmistir (Boersma vd. 2013; Geetha vd. 2013; Tryphone vd.
2013; Vieira vd. 2018).

Ulkemizde ise molekiiler markerler kullanilarak yapilan 1slah ¢alismalarinda Madakbas
vd. (2009) Orta Karadeniz bolgesindeki C. lindemuthianum irklarina karsi fasulye
genotiplerinin Co-2, Co-4, Co-4?, Co-6 ve co-8 genlerini tasidigini bildirmistir. Ayni
arastiricilar tarafindan yapilan diger bir ¢alismada taze fasulyelerde antraknoza karsi
Ayse Kadin tipi 9 yerel ¢esit ve 7 dayanikli yabanci ¢esit kullanarak elde edilen 63 F2
hibridinde dayanikliligin Co-1 lokusu ile saglandig: bildirilmistir (Madakbas vd. 2013).
Bu kapsamda Ayse kadin tipi fasulyelerin Andean orijinli oldugunu ve Andean kokenli
Co-1 geni ile dayanikliligin saglandigini bu ¢alisma ile dogrulanmistir. Ayni zamanda
Tiirkiye’nin farkli illerinden toplanan 51 izolat arasinda binomial isimlendirme ve
uluslararasi ayict set ile 35 wrkin bulundugu belirlenmis ve bu irklardan 28 adedinin
ayirict set ile ayrilabilirken, 7 wrkin ayirici sette hastaliga neden olmadigi tespit

edilmistir. Ayrica ayirict sette yer alan tim Giiney Amerika orjinli ¢esitlerin bu rklara
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kars1 hassasiyet gosterdigi bildirilmistir. Tespit edilen irklarin ¢gogunlunun Co-11 geni
tastyan cesitlere kars: yiiksek derecede virulent, bazi irklarmn Co-3, Co-4%, Co-9, Co-5,
Co-2, Co-1, Co-6, Co-12 geni tasiyan gesitlere karsi orta derecede virulent; Co-lg, Co-
4, Co-1°, Co-4%, Co-5° ve Co-7 geni tastyan cesitlere karsi diisiik derecede virulent
oldugu ifade edilmistir. Farkli gen kombinasyonlarinin 6zellikle de Co-1, Co-2 ve Co-4
gen kombinasyonu tasiyan cesitlerin lilkemizde bu hastalikla miicadelede oldukca

faydali olacagi belirtilmistir.

Tirkiye’nin ~ farkli  bolgelerinden  toplanan 123  fasulye genotipinin  C.
lindemuthianum’un 55 nolu irkina karst dayanikliligini klasik ve molekiiler markerlar
ile (SCAR ve RAPD) belirleyen Erding vd. (2017) 21 genotipin etmene kars1 dayanikli
reaksiyon gosterdigini ve dayanikliligin daha ¢ok Orta Amerika kokenli Co-4, Co-4% ve
Co-6 genleriyle saglandigini tespit etmistir. Ayrica dayanikli genotiplerden bazilarinin
Co-1° ve Co-10 genleri tasidigi ve Orta Amerika ve Giiney Amerika gen havuzlarina
kapsayan bu genotiplerin 55 nolu 1rka kars1 yiiksek seviyede dayanikliliga sahip oldugu
bildirilmis ve dayanikli reaksiyon gdsteren bu genotiplerin 1slah programlarina dahil
edilmesinin faydali olacagi ifade edilmistir. Bununla birlikte sadece 1 genotipte (G89)
tiim markerlardan amplifikasyon {irlinii elde edilirken, 6 genotipte (G19, G20, G34,
G93, G97 ve Jaguar) herhangi bir {irtin olugsmadigi bildirilmistir.

Ulkemizde Van golii ¢evresinden toplanan 92 fasulye genotipinin dayaniklilik
kaynaklarim1 4 farkli SCAR ve 1 RAPD marken ile testleyen Ekincialp ve Sensoy
(2018), 82 genotipin Co-4°, 54°iniin Co-4, 36 genotipin Co-6, 15 genotipin Co-1° ve 6
genotipin Co-10 alleline sahip oldugunu bildirmistir. G81 nolu genotipin testlenen tiim
allelleri tagidigr bildirilirken, 5 genotipin (G27, G28, G40, G76 ve G86) herhangi bir

gen lokusuna sahip olmadigi belirtilmistir.

Altmis dokuz Fransiz fasulye genotipinin 14 SCAR marker ile dayaniklilik kaynaklarini
inceleyen Geetha vd. (2013), bes markerdan (SAS13, SZ04, SBB14, SF10, SC08) tek
bir amplifikasyon iirlinii elde etmis ve Co-10, C0-42, Co-4, Co-6 allelleri ile iligkili bu
markerlarin fasulyede dayaniklilik saglayan genleri tespit etmede oldukg¢a faydal
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oldugunu bildirmistir. Ayrica genotipler arasinda en yaygin goriilen genlerin sirasiyla

Co-4%, Co-10, Co-4 ve Co-6 oldugu bildirilmistir.

Brezilya’da 118 fasulye hattin1 {i¢ farkli patojen irkina karst 6 SCAR marker ile
inceleyen Beraldo vd. (2009), hatlar arasinda en yaygin goriilen dayaniklilik geninin
Co-6 oldugunu bunu sirastyla Co-4%, Co-3*, Co-5 ve Co-4 genlerinin takip ettigini ve bu
dayaniklilik genleri ile iligkili markerlarin 1slah c¢alismalarina katki saglayacagini

bildirmistir.

Ekvator ve Guatemela bolgesinde farkli C. lindemuthianum irklarina karsi
dayaniklilikta rol oynayan genleri arastiran Awale vd. (2007), farkli gen havuzlarina ait
Co-1? ve Co-4* gen kombinasyonlarnm bolgedeki patojenlere karsi siirdiiriilebilir
dayaniklilikta en iyi tercih olacagimi belirtmistir.

Brezilya’da yaygm goriilen C. lindemuthianum wrklarina kars1 55 fasulye genotipinin
fenotipik ve molekiiler marker yontemleri ile dayaniklilik kaynaklarini arastiran Vieira
vd. (2018), in vivo c¢alismalarda 28 genotipin dayanikli reaksiyon gosterdigini,
bunlardan 10 tanesinin 1.0 skala degeri alarak patojenlere karsi olduk¢a direngli
oldugunu bildirmistir. Molekiiler markerlar ile yapilan ¢aligmalarda ise 4 farkli SCAR
markerin [SH18-SAS13 (Co-4%), SAB03 (Co-5), SAZ20 (Co-6)] dayamklilik genlerinin
tespitinde yararli oldugu belirtilmistir. Fenotipik ¢alismalar sonucunda dayanikli
reaksiyon gosteren ve Co-3*, Co-4%, Co-5 ve Co-6 genleri tasidigi belirlenen K10 ile
Co-4? geni tastyan K13 genotipinin islah caligmalarinda donér bitki olmaya aday
olabilecegi bildirilmistir. Benzer sekilde Brezilya’da yapilan diger bir ¢alismada Co-42,
Co-5 ve Co-6 genlerini tek basina veya kombinasyonlarini tagiyan genotiplerin hastaliga

kars1 daha fazla koruma saglayacagi bildirilmistir (Souza vd. 2014).

Kanada’da yaygin olarak yetistirilen 7 fasulye c¢esidinin C. lindemuthianum’un farkl
wrklarina karsi hastalik reaksiyonlarin1 ve dayaniklilik genlerini RAPD, SCAR ve SNP
(Single-nucleotide polymorphism) markerleri ile arastiran RL Conner vd. (2007), tiim

irklara karst dayanikli olan gesitlerin Co-1 ve Co-2 genlerinin kombinasyonu veya
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yalniz Co-1? geni tarafindan yonetildigini belirtmistir. Gongalves-Vidigal vd. (2009)
tarafindan ise Co-1 lokusundaki farkli allel kombinasyonlarinin her iki gen havuzua ait

genotiplerde dayaniklilik saglamak igin faydali olacag: belirtilmistir.

Darben vd. (2017) ise C. lindemuthianum’un 73 ve 2047 nolu wrklarina kars1 75 fasulye
genotipinin dayaniklilik kaynaklarini, Co-4% geniyle iliskili SAS13 ve Co-4° geniyle
iliskili SF10 markerleri ile incelemistir. Her iki irka karsi da dayanikli reaksiyon
gosteren 14 genotipten 13 tanesinin Co-4° ve Co0-10 genlerine sahip oldugu ve bu

genotiplerin 1slah programlari i¢in timitvar bir kaynak olabilecegi bildirilmistir.

2.3 Bitki Patojen Interaksiyonunda Dayamklihk Genlerinin Ekspresyonlarindaki
Degisimler ve Dayanmikhlik Mekanizmasinin Uyarilmasinda Farkh Kimyasal
Uyaricilarin - Gen Ekspresyonlar1 Uzerindeki Etkisi Amaciyla Yapilan
Cahsmalar

Fasulyede yapilan konukgu patojen interaksiyonu ¢aligsmalarinda patojen enfeksiyonlari
esnasinda bir¢ok farkli genin rol oynadigi ve bunlarin transkripsiyonlarinda 6nemli
farkliliklarin bulundugu farkli arastiricilar tarafindan tespit edilmistir (Borges vd. 2012;
Padder vd. 2016; Vasconcellos vd. 2016; Fontenelle vd. 2017; Todd vd. 2017).
Konukgu patojen interaksiyonunu ortaya koymak amaciyla yapilan bu ve benzeri
caligmalarda savunma ile iligkili genlerin tespiti ve miktar tayini i¢in farkli yontemler
kullanilmakla beraber Real time PCR yontemi giivenilir ve kesin bir metot olmasi ve
diger yontemlerin dogrulanmasi amaciyla yaygin bir kullanim alani bulmustur (Maios
2006). Bu kapsamda fasulye bitkisi ile yapilan patojen interaksiyonu ¢aligmalarinda da
tespit edilen genlerin dogrulanmasinda Real time PCR yontemi farkli arastiricilar

tarafindan kullanilmistir (Borges vd. 2012; Mayo vd. 2015, 2016; Fontenelle vd. 2017).

Dayanikli fasulye genotipi ‘SEL 1308’ ile C. lindemuthianum’un 73 nolu irki arasindaki
interaksiyon esnasinda bitkinin yaprak, epikotil ve hipokotil dokularinda savunma ile
iliskili 12 gende meydana gelen degisimleri, RT-qPCR kullanarak inceleyen Borges vd.
(2012) patojenisite ile iliskili genler (PR1a, PR1b, PR2, PR16a ve PR16b) de dahil

olmak iizere segilen tiim genlerin bitki dokusu ve zamana bagli olarak farkli derecelerde
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eksprese oldugunu bildirmislerdir. Bu kapsamda tiim bitki dokularinda enfeksiyon
ilerledikge ozellikle PRla ve PR2b genlerinin artis gosterdigi ancak PR1b’nin
yapraklarda diger dokulara nazaran daha erken eksprese oldugu bildirilmistir. PAL
trankriptinin ise enfeksiyonun baslangicinda yapraklarda iki kat artis gosterse de
zamanla azaldigi ve yapraklarin enfeksiyona karst daha hizli tepki gosterdigi

bildirilmistir.

Fasulyede R. solani’nin neden oldugu kok g¢iirtikliigiiniin kontrol edilmesinde
biyokontrol ajani olarak Trichoderma harzianum’un etkisini gPCR yontemiyle arastiran
Mayo vd. (2015) bu biyokontrol etmeninin bitki savunma reaksiyonlariyla iligkili olan
CH5b, CH1, PR1, PR2, PR3, PR4 ve PAL genlerinin ekspresyonlarnin uyarilmasinda
oldukega etkili oldugunu belirtmistir. Ayni arastiricilar 2016 yilinda gerceklestirdikleri
bir diger ¢alismada ise Trichoderma velutinum ve Rhizoctonia solani arasinda savunma
ile iligkili gen farkliliklarini incelemistir. Test edilen 48 gen arasinda sadece WRKY33,
CH5b ve hGS genlerinin bitkide T. velutinum bulundugunda ekspresyon artist
gosterdigini, hem T. velutinum hem de R. solani bulundugunda ise hGS geninde artig
oldugunu bildirmislerdir (Mayo vd. 2016).

Fasulyede Sclerotinia sclerotiorum’un neden oldugu beyaz ¢iiriikliik hastaligina karsi
dayaniklilik mekanizmasimi aydinlatmak icin patojen enfeksiyonu esnasinda eksprese
olan genleri suppression subractive hibridizasyon (SSH) cDNA kiitiiphane yontemiyle
arastiran Oliveira vd. (2015a) 979 unigen elde etmistir. Tespit edilen genlerden 11
adedinin ekspresyon seviyesini Real-time PCR ile dogrulayan arastiricilar PR
proteinleri, fenilpropanoid pathway genleri ve diger stres ve savunma ile iligkili genlerin
zamana bagli olarak farkliliklar gosterdigini belirlemistir. Elde edilen sonuglar konukc¢u

patojen iligkisinin daha ayrintili olarak anlasilmasina katki saglamistir.

Fasulyede Fusarium oxysporum enfeksiyonu esnasinda degisen genleri cDNA-AFLP
teknigi ile arastiran Xue vd. (2015) elde edilen transkript datasindan 98 adedinin
metabolizma, sinyal transferi, protein sentezi ve siireci, gelisme ve hiicresel

organizasyon, protein tasimmasi, gen ekspresyon ve RNA metabolizmasi, redox
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reaksiyonu, savunma ve stres tepkileri, enerji metabolizmasi ve hormon tepkileri ile
iliskili genlerin olusumunda rol oynadigin1 belirtmistir. Ayrica bu genlerin zamana bagl

olarak qPCR sonuglarinda 6nemli farkliliklar bulundugu belirtilmistir.

Bitki hastaliklarinda dogal savunma mekanizmalar1 patojen enfeksiyonu sirasinda
uyarilabildigi gibi disaridan farkli kimyasallarin uygulanmasi ile de uyarilabilmekte ve
hastaliklara karsi dayaniklilik saglanabilmektedir (Oostendorp vd. 2001; Lopez ve
Lucas 2002; Martinez-Aguilar vd. 2016). Dayanikliligin uyarilmasinda kullanilan bu
bilesikler bitkilerdeki dayaniklilik mekanizmasinda etkili olan salisilik asit, BTH, INA,
BABA, jasmonik asit gibi kimyasallarla ilgili genlerin aktivasyonunda ve sinyal
mekanizmalarinda ikincil uyaricilar olarak rol oynadiklart bilinmektedir (Kessmann vd.

1994; Lawton vd. 1996; Metraux 2001).

BTH veya ASM bitkilerdeki dogal savunma mekanizmasini uyararak etki gdsteren ve
diinyada Bion™, Actigard® veya BOOST® gibi ticari isimler ile yaygin olarak
kullanilan kimyasal bir uyaricidir (Gorlach vd. 1996; Brisset vd. 2000). Bitkilerde
dayaniklilik mekanizmalarinda rol oynayan salisilik asit ve jasmonik asit gibi sistemik
kazandirilmis dayaniklilik (SAR) ile iligkili genleri aktive ederek dayaniklilik sinyal
mekanizmasinda ikincil uyarici olarak rol oynamaktadir (Benhamou ve Belanger 1998;
Metraux 2001; Oostendrop 2001). Etki mekanizmasi iizerinde yapilan c¢alismalarda
salisilik asit reseptorii olan (salisilik asit binding protein 2) SABP2’nin ASM’yi asit
formuna (acibenzolar) doniistiirerek bitkilerde SAR olusumunu uyardigi belirtilmistir
(Tripathi vd. 2010). BTH’nin savunma ile iliskili bilesiklerin, PAL aktivitesinin, PR
proteinlerin ve fenol birikiminde rol oynayan genlerin transkript seviyelerini arttirarak
cok sayida patojen fungusa karsi etkili bir sekilde koruma sagladigi tespit edilmistir
(Gorlach vd. 1996; Benhamou ve Belanger 1998; Jensen vd. 1998; Latunde-Dada ve
Lucas 2001; Bokshi vd. 2003; Kauss vd. 2003; Si Amour 2003; Maios 2006).

Hassas ve dayanikli bugday cesitlerinde Fusarium pseudograminearum’un neden
oldugu kok ciirtikliigiine karst metil jasmonat (MeJA) ve BTH uygulamalarinin etkisini

patojenik ve genetik olarak arastiran Desmond vd. (2005), 26 bugday geninin
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ekspresyon seviyelerini inokulasyondan 1, 2 ve 4 giin sonra degerlendirmis ve her iki
cesitte de PR1, PR2 (b,1-3 glucanase), PR3 (chitinase), PR4 (wheatwin), PR5
(thaumatin-like protein), TaPERO (peroxidase), PR10 ve TaGLP2a (germin-like)
genlerinin farkli seviyelerde eksprese olduklarini bildirmistir. Arastiricilar MeJA
uygulamasinin her iki ¢esitte de bahsedilen gen ifadelerini arttirdigini bildirirken, BTH
uygulamasinin sadece hassas cesit Kennedy’de artis meydana getirdigini belirtmistir.
Ayrica reaksiyon ¢alismalarinda her iki gesitte de baslangicta hastalik simptomlarinin
olusumu yavaslasa dahi ¢aligma sonunda her iki uygulamanin da hastalik gelisimini

onleyemeyerek kontrole yakin seyrettigini ifade edilmistir.

Seker pancarinda Rhizoctonia solani enfeksiyonuna karsi tohuma ve topraga BTH,
BABA ve SA uygulamalar1 yapan Maios (2006), kimyasal aktivatdrlerin ¢ikis dncesi
cokerteni ve cikis sonrasi bitki dliimlerini engellemedigini bildirmistir. Ancak yapilan
calismada BTH uygulamasinin sistemik dayaniklilik ile iliskili savunma genlerinden
kitinaz, peroksidaz, kalkon izomeraz ve kalkon sentaz aktivitelerini degistirdigi, R.
solani ve BTH bulunan bitkilerde chit3 geninin kontrole kiyasla 15 kat artis gosterdigi
bildirilmistir. Caligma sonucunda seker pancarinda BTH uygulamasinin gen ifadelerini

etkiledigi fakat hastalik gelisimine kars1 tam bir koruma saglamadig bildirilmistir.

Japon armudunda Venturia nashicola enfeksiyonuna karsi yapraga uygulanan
acibenzolar S methyl (ASM)’in etkisini arastiran Faize vd. (2009), uygulamanin
hastaliga kars1 % 33 oraninda koruma saglamakla birlikte patojenisite ile iliskili PR1
gen ifadesinin patojen enfeksiyonundan sonra uygulama yapilmayan bitkilere kiyasla 20

katlik bir artig gosterdigini belirtmistir.

Elmada ates yanikligi etmeni Erwinia amylovora’ya karsi govde boyama, kok 1slatma
ve yaprak piskiirtmesi seklinde uygulanan BTH’nin etkisini inceleyen Johnson ve
Temple (2017), tiim uygulama yontemlerinin hastalik gelisimini 6nlemede % 22 ile 25
araliginda koruma sagladigini bildirmistir. Bunun yanisira gévde boyamasi seklinde
uygulanan BTH nin, yapraklarda patojenisite ile iligskili PR1 ve PR2 gen ifadelerini 48
kata kadar arttirdig1 bildirilmistir.
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Bagda Plasmora viticola ve Erysiphe necator enfeksiyonlart oOncesinde BTH
uygulamasi yapan Dufour vd. (2013), patojen izolatina bagl olarak hastalik gelisiminin
% 61-98 araliginda azalis gosterdigini belirtmistir. Bununla birlikte BTH’nin P. viticola
enfeksiyonuna kars1 patojenisite ile iligskili PR1, PR2, PR3, PR8 ve PR10 gen ifadelerini
arttirirken, E. necator’a karsi PR3, PR6 ve PR10 genlerinde artisa neden olarak
dayanikliligin uyarilmasinda olduk¢a etkin oldugu bildirilmistir. Ayrica PR protein
artiglarinin, BTH uygulamasi sonucunda meydana gelen indol pathway transkriptlerinin
diizenlenmesi ve polifenol ve stilbenlerin kantifikasyon birikimleri ile baglantili oldugu
bildirilmigtir. Ayn1 arastiricilar tarafindan 2016 yilinda yapilan diger bir ¢alismada,
BTH’nin bagda P. viticola’ya karsi1 dayaniklilik saglamasinda PR genlerinden PRI,
PR2, PR3; phenylpropanoid pathwaylerinden PAL ve STS; redox durumunda GST ve
etilen pathwaylerinde ACC genleri ile iliskili oldugu bildirilmis ve BTH ile hastalik
siddetinin % 70 oraninda azaldig belirtilmistir (Dufour vd. 2016).

Domates ve yaban mersini ¢iceklerindeki patojen enfeksiyonlarina karst BTH, INA ve
MeJA’1n etkisini arastiran Thomas- Sharma vd. (2017), domateste INA haricinde diger
uygulamalarin yaban mersininde ise tim uygulamalarin uyarilmis dayaniklilikta rol
oynayan bazi genlerde Onemli degisimler yarattigini bildirmistir. Bu kapsamda
domateste MeJA ve BTH’nin sirasiyla Pin2 ve PR4 gen aktivitesini; yaban mersininde
ise BTH nin PR3 ve PR4, MeJA’n ise sadece PR4 gen ekspresyonunda 6nemli diizeyde
artisa neden oldugu ifade edilmistir. Arastiricilar aym1 zamanda bitki aktivatorlerinin
domateste Botrytis cinerea, yaban mersininde Monilinia vaccinii-corymbosi
enfeksiyonuna kars1 etkisini incelemis ve gen ifadeleri diizeyinde farkliliklar olmasina

ragmen patojen gelisiminin engellenmesinde yetersiz oldugu bildirilmistir.

Silisyum (Si) ise diinya kabugunda oksijenden sonra en fazla bulunan element olup
toprakta % 70 civarinda bulunmaktadir (Wang vd. 2017). Genellikle Si yapraklardan
kalsiyum silikat; koklerden silisilik asit olarak alinmakta, plasma membranina Lsil ve
Lsi2 yoluyla ge¢mektedir (Ma vd. 2006). Alinan silisyum oncelikle hiicre duvarinda
birikmekte ve stresle iliskili sinyal sisteminde etkili olarak bitkide fiziksel,

biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalar1 uyarmaktadir (Fauteux vd. 2005). Bitkilerde
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fiziksel olarak, kutikula altinda ince bir silika katmani olusturulmasina, kitinaz, -1,3
glukanaz aktivitesiyle sert ve dayanikli hiicre duvart bi¢cimlenmesine ve papilla
olusumunda rol oynamaktadir (Metraux 2001). Dayamklilik olusumundaki
biyokimyasal etkilerinin ise polifenoloksidaz, glukanaz, peroksidaz ve PAL qgibi
savunma ile iligkili enzimlerin aktivasyonu; fenol, flavonoid, fitoaleksin gibi
antimikrobiyal bilesiklerin iiretimi ve salisilik asit (SA), jasmonik asit (JA) ve etilen
gibi sistemik sinyal mekanizmalarinin diizenlenmesi iizerinde oldugu bildirilmektedir
(Fauteux vd. 2005). Molekiiler mekanizmalara etkisi ise PR proteinleri gibi konukc¢u
direnci ile iligkili protein ve genlerin transkript seviyelerini giiclendirmektir (Ghareeb
vd. 2011; Wang vd. 2017). Bitki patojen interaksiyonunda silisyumun etkisini tespit
etmek amaciyla yapilan birgok calismada savunma reaksiyonlarini tesvik ederek
patojene karst konukcu direncini arttirdigi bildirilmistir (Kim vd. 2002; Polanco vd.
2012; Rahman vd. 2015; Rodrigues vd. 2015).

Celtikte Magnoporthe oryzae’ye karsi silisyumun genler tizerindeki etkisini tim genom
diizeyinde inceleyen Brunings vd. (2009), patojen olmadigi durumlarda silisyumun 221
genin transkript seviyelerini etkiledigini ve celtik dayaniklilik mekanizmasinda oldukca
onemli bir rol oynadigim bildirmistir. Ayrica enfeksiyon esnasinda kontrole kiyasla
silikon uygulanan bitkilerde 63 genin ifadesinde artis olusurken 123 genin ifadesinde
azalis meydana geldigi ve bu nedenle geltik yanikligi enfeksiyonuna karsi silisyumun

transkript seviyelerinde fark yarattigi bildirilmistir.

Sadece silisyum, silisyum+patojen, sadece patojen uygulanan giil bitkilerinde
Podosphaera pannosa’ya karsi savunmada rol oynayan fenolik asit ve flavonoidlerin
etki mekanizmasim1 ve konsantrasyonlarinm1 inceleyen Shetty vd. (2011),
phenylpropanoid pathwaylerinde 6nemli enzimleri kodlayan gen ifadelerinde artislar
oldugunu bildirmigtir. Arastiricilar PAL, CAD ve CHS gen aktivitelerinin tiim
uygulamalardan etkilendigini, silisyum+patojen uygulanan bitkilerde 72. saatte PAL gen
transkriptinin 39 kat artarak Onemli bir fark olusturdugunu belirtmistir. Ayrica
calismada, sadece patojen uygulanan bitkilere kiyasla hastalik siddetinde % 46 oraninda
azalis meydana geldigi ve bu azalisin fenolik igeriklerin artistyla gergeklestigi

bildirilmistir. Bunun yani sira sadece silikon uygulanan bitkilerde de 6nemli fenolik
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bilesiklerin birikimini saglayan gen ifadelerinin indiiklendigi ve silisyumun kiilleme
enfeksiyonuna karsi antifungal fenolik metabolitleri artirarak hastalik siddetini

azaltmada aktif rol oynadig1 belirtilmistir.

Hassas fasulye ¢esidi Perola’da C. lindemuthianum’un neden oldugu antraknoza karsi
silisyumun biyokimyasal etkisini inceleyen Polanco vd. (2012), bitkileri 0 (-Si) ve 2
mM (+Si) silisyum igceren besin soliisyonlarinda yetistirmistir. Yapilan calismalar
sonucunda silisyum uygulanan bitkilerde hastalik siddetinin % 27 oraninda azaldigi
ancak coziinebilir fenolik bilesiklerde degisiklik olmadigi bildirilmistir. Ayrica (+Si)
bitkilerde PAL, lipoksigenaz ve lignin konsantrasyonlarinda artis goriiliirken,
peroksidaz ve polifenoloksidaz aktivitesinin etkilenmedigi ifade edilmistir. Arastiricilar,
silisyumun dayaniklilikta rol oynayan bazi biyokimyasal mekanizmalari arttirarak
antraknoza kars1 diren¢ olusumunda etkili olabilecegini belirtmistir. Ayni arastiricilar
2014 yilinda yaptiklari diger bir calismada antraknoza karsi yapraktan uygulanan
potasyum silikat (KSi), sodium molybdate (NaMo), azoxystrobin ve
kombinasyonlarinin etkisini incelemis ve KSi’in % 29 oraninda, KSi+NaMo’nin % 41
oraninda hastalik gelisimini engelledigini ve hastalikla miicadelede olduk¢a iimitvar
oldugunu bildirmistir (Polanco vd. 2014a). Yine ayni arastiricilar tarafindan yapilan
diger bir ¢alismada 0 (kontrol) ve 2 mM silisyum igeren soliisyonda yetistirilen
bitkilerde hem fotosentez hem de antioksidatif metabolizma seviyeleri degerlendirilmis
ve silisyum uygulanan bitkilerin yapraklarinda % 33 oraninda silisyum biriktigi,
hastalik siddetinin de % 34 oraninda engellendigi bildirilmistir. Bununla birlikte Si
uygulanan bitkilerde siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX) ve
glutathione reduktaz (GR) enzim aktivitelerinin daha yiiksek, hidrojen peroksit (H,O,)
aktivitesinin daha diisiik oldugu ve bu enzim aktivitelerinin antraknoz siddetinin

azaltilmasinda etkili oldugu bildirilmistir (Polanco vd. 2014b).

Tarla kosullarinda {i¢ farkli dozda (1, 5, 10 ton/ha) uygulanan kalsiyum silikatin (Si1)
celtik yanikligna karsi etkisini arastiran Rahman vd. (2015), 5 ton/ha uygulanan
bitkilerde hastalik siddetinin % 47.3 oraninda azaldigini bildirmistir. Ayn1 zamanda
arastiricilar tarafindan, Si uygulanan bitkilerde kontrole kiyasla savunma ile iliskili

enzimlerden peroksidaz ve polifenoloksidaz seviyelerinin daha yiiksek oldugu,
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flavonoid ve klorojenik asitleri kapsayan, fenilalanin amonyak liyazlar1 ve lipoksigenazi
kodlayan PAL ve LOX genlerinin ekspresyon miktarlarinda 6nemli artiglar oldugu

belirtilmistir.

Lipoksigenaz (LOX)’in bir {riinii olan jasmonik asitin de bitkilerde savunma
reaksiyonlarinda sinyal uyaricit olarak gorev yaptigr bildirilmektedir. Bu kapsamda
thionin, osmotin ve ribozomu inaktive eden RIP60 protein gibi antifungal proteinleri
kodlayan genlerin transkript seviyelerini arttirdigl; fiziksel bariyer saglayan hiicre
duvari proteinlerinin ekspresyonunu diizenledigi, fitoaleksin iiretiminde rol alan genleri
(Chs, PAL, HGMR) ve fenolik bilesikleri (polifenol oksidaz) uyardigi bildirilmektedir
(Creelman ve Mullet, 1997). Jasmonik asitin genleri aktive etmesinin, okszofitodienoik
gibi siklopentoenonlarin aktive edilmesiyle iliskili oldugu bilinmektedir (Farmer vd.
2003). Yapilan ¢aligmalarda bitki patojen interaksiyonunda cesitli bitkilerde jasmonik
asit artis1 oldugu farkl arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Oliveira vd. 2015a; 2015b,
Motallebi vd. 2017).

MeJA uygulamasinin hassas fasulye g¢esidi Perola’da Sclerotinia sclerotiorum
enfeksiyonuna kars1 savunma mekanizmasindaki roliinii arastiran Oliveira vd. (2015b),
SSH cDNA kiitiphane analizi kullanmig ve uygulama sonrasinda bitki patojen
interaksiyonu boyunca farkli diizeylerde eksprese olan genleri tanimlamistir.
Tanimlanan 94 genin, sinyal iiretimi, metobolizma, protein biyogenesisi ve hiicre
savunmast ile iligkili oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte SSH goriintiilemesinin
dogrulanmas1 amaciyla savunma ile iliskili genlerin zamana bagli ekspresyon
seviyelerindeki degisimler incelenmistir. Bu amagla 12 giinliik fasulye fidelerine 10
mM MeJA uygulanmis ve 12 saat sonra PDA ortaminda gelistirilmis S. sclerotiorum
fungal diskleri ile inokulasyon yapilmistir. Patojen+MeJA uygulanan ve patojen+su
(kontrol) uygulanan bitkilerden, inokulasyondan 6, 12, 24, 48 ve 72 saat sonra ornekler
alinarak, dayaniklilikla iligkili bazi transkriptlerdeki farkliliklar incelenmis ve
patojen+MeJA uygulanan bitkilerde PR3 veya Kkitinaz (PvChitl), kalloz sentaz
(PvCallose), PYNBS-LRR ve PvF-box gen ifadelerinin énemli diizeyde artis gosterdigi
bildirilmistir. Bununla birlikte MeJA uygulamasinin bitkilerde PR1, PR2, PAL ve LOX

genlerinin ekspresyonunu baskiladigi ifade edilmistir. Calisma sonucunda MeJA
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uygulamasinin S. sclerotiorum enfeksiyonunu yavaslatarak kismi bir direng olusturdugu

ve dayaniklilik ile iliskili genlerde degisimlere neden oldugu belirtilmistir.

Bugdayda Fusarium culmorum’un neden oldugu kok ve kokbogazi ¢iiriikliigiine karsi
MeJA uygulamasinin bitkideki dayaniklilik genlerine etkisini arastiran Motallebi vd.
(2017), hassas ve tolerant bugday c¢esitlerinde enfeksiyonun baslangicinda
(inokulasyondan 6 saat sonra) uygulanan MeJA’mn kok ve kokbogazi dokularinda
savunma ile iligkili genlerden PAL, LOX, CYP709C1, PR3, PR4 ve PR9 gen
ifadelerinde o6nemli farkliliklar meydana getirdigini bildirmistir. Hassas ¢esitte
dayanikliya kiyasla PR3, LOX ve PAL genlerinin yaklagik 10 kat daha fazla eksprese
oldugu, buna karsin PR4, PR9 ve CYP709C1 genlerinin baskilandig1 ifade edilmistir.
Ayn1 zamanda MeJA uygulamasinin hassas ¢esitte simptomlar1 azalttig1 ancak dayanikli

cesitte bir etki olusturmadigi belirtilmistir.

Soya fasulyesinde Phakopsora pachyrhizi’nin neden oldugu fasulye pasina karst BTH,
jasmonik asit ve silisyumun hastalik siddeti ve dayaniklilik gen ifadelerine etkisini
inceleyen Cruz vd. (2020), BTH’nin dayaniklilik gen ifadelerinde fark olusturmaksizin
hastalik gelisimini % 36 oraninda engelledigini, jasmonik asitin ise hastalik siddetini
azaltmamasina ragmen 12. saatteki PAL gen ifadesinde artisa neden oldugu
bildirilmistir. Si uygulamalarinda ise patojen ile inokule edilen bitkilerde inokulasyon
yapilmayanlara kiyasla 72. saatte MET ve PAL genlerinin, 12. saatte ise LOX ve CHAL
gen ifadelerinin oldukca yiiksek oldugu bildirilmistir. Si uygulamalarinin fenolik ve
flavonoid biyosentezinde rol alan PAL ve CHAL genlerinin aktivitesini arttirarak soya

pasinin hastalik siddetinin azaltilmasina katki saglayacagi bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Colletotrichum lindemuthianum izolatlarimin Elde Edilmesi ve Saklanmasi

Calisma kapsaminda kullanilan patojen izolatlarinin temini i¢in Tiirkiye’de fasulye
tiretiminin yogun oldugu Samsun, Karabiik, Kastamonu, Zonguldak, Rize, Cankir1 ve

Tokat illerine 2017-2018 yillarinda surveyler yapilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Enfekteli fasulye bitkilerinin toplanmasi amaciyla survey yapilan iller

Bu surveyler esnasinda tiim illerde en az 5 km araliklarla farkl: tarlalardan tipik hastalik
belirtisi gosteren Dbitkiler toplanarak etmen izolasyonu amaciyla laboratuvara
getirilmistir (Sekil 3.2). Enfekteli bitkilerin kapsiil, yaprak ve sap dokularindan 1-2
mm’lik kiiclik parcalar alinarak yiizeysel dezenfeksiyon amaciyla % 17 lik
sodyumhipokloriir’ de (NaOCI) 2 dakika tutulmus ve bunu takiben 3 seri steril saf sudan
gecirilmigtir. Daha sonra steril filtre kagitlar1 arasinda kurutularak PDA (Potato
Dekstroz Agar, Merck) ortami igeren petri kaplarina 4’er adet olacak sekilde
konulmustur. Petri kaplar1 23+1°C’ de 12 saat aydinlik (yakin ultraviole 151k) 12 saat
karanlik periyot igeren inkiibasyon odasinda 10 giin siireyle gelistirilmistir. Daha sonra

gelisen funguslarin her biri % 1’lik su agarina yayirilarak tek spor izolasyonu ile
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saflastirilmistir. Elde edilen izolat bilgileri cizelge 3.1°de verilmistir. izolatlar daha

sonraki ¢aligmalarda kullanilmak tizere filtre kagitlari izerinde 4°C” de saklanmustir.

Sekil 3.2 Colletotrichum lindemuthianum’un kapsiil, yaprak ve saplarda olusturdugu
hastalik simptomlar1
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Cizelge 3.1 Survey yapilan iller ve izolat bilgileri

Izolat ismi Sehir Tlge-koy Yil

S1 Samsun Carsamba 2017
S2 Samsun Carsamba 2017
S3 Samsun Carsamba-Kumtepe 2017
S4 Samsun Carsamba-Kumtepe 2017
S5 Samsun Carsamba-Kumtepe 2017
S6 Samsun Carsamba-Kumtepe 2017
S7 Samsun Kumca 2017
S8 Samsun Terme 2017
S9 Samsun Carsamba-Pasayaz1 2017
S10 Samsun Carsamba-Kirkhan 2017
S11 Samsun Durusu 2017
S12 Samsun Merkez 2017
S13 Samsun Merkez 2017
S14 Samsun Terme-Korkucak 2017
S15 Samsun Kumtepe 2017
S16 Samsun Kumtepe 2017
S17 Samsun Terme 2017
S18 Samsun Merkez 2017
S19 Samsun Carsamba-Pasayazi 2017
S20 Samsun Kumtepe 2017
S21 Samsun Carsamba- Kumtepe 2017
S22 Samsun Kizilot 2017
S23 Samsun Merkez 2017
S24 Samsun Carsamba- Kumtepe 2017
S25 Samsun Merkez 2017
526 Samsun Carsamba- Kumtepe 2017
S27 Samsun Merkez 2017
T1 Tokat Niksar-Yesilhisar 2017
T2 Tokat Niksar-Yesilkoy 2017
T3 Tokat Niksar-Yesilhisar 2017
T4 Tokat Niksar-Yesilhisar 2017
T5 Tokat Niksar-Yesilhisar 2017
T6 Tokat Merkez 2017
C1 Cankir Ilgaz-Yalaycik 2017
C2 Cankiri Ilgaz-Yalaycik 2017
C3 Cankir1 ligaz 2017
C4 Cankir Ilgaz-Eksik 2017
C5 Cankirt llgaz 2017
Co6 Cankiri llgaz -Basdibek 2017
C7 Cankir1 ligaz 2017
C8 Cankiri Ilgaz-Kazanci 2017
C9 Cankirt llgaz 2017
C10 Cankirt llgaz-Kazanci 2017
C11 Cankir1 llgaz-Gaziler 2017
C12 Cankir1 llgaz-Gaziler 2017
C13 Cankirt llgaz 2017
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Cizelge 3.1 Survey yapilan iller ve izolat bilgileri (devam)

Izolat ismi Sehir Tlge-koy Yil

C14 Cankir1 ligaz 2017
Z1 Zonguldak Bakacak 2017
Z2 Zonguldak Devrek 2017
Z3 Zonguldak Bakacak 2017
Z4 Zonguldak Devrek 2017
Z5 Zonguldak Cubuk 2017
Z6 Zonguldak Ucburgaz 2017
Z7 Zonguldak Devrek 2017
Z8 Zonguldak Bacakkadi 2017
Z9 Zonguldak Bakacak 2017
Z10 Zonguldak Devrek 2017
Z11 Zonguldak Gokeebel 2017
Z12 Zonguldak Bakacak 2017
Z13 Zonguldak Devrek 2017
Z14 Zonguldak Devrek 2017
K1 Kastamonu Merkez 2017
K2 Kastamonu Merkez 2017
K3 Kastamonu Damlacay 2017
K4 Kastamonu Merkez 2017
K5 Kastamonu Merkez 2017
K6 Kastamonu Merkez 2017
K7 Kastamonu Damlacay 2017
K8 Kastamonu Miisliiman mah. 2017
K9 Kastamonu Arag 2017
K10 Kastamonu Merkez-Yolkonak 2017
K11 Kastamonu Merkez-Yolkonak 2017
K12 Kastamonu Damlacay 2017
K13 Kastamonu Merkez-Damlagay 2017
K14 Kastamonu Tosya 2017
K15 Kastamonu Merkez 2017
KR1 Karabiik Derekoy 2017
KR2 Karabiik Nebioglu 2017
KR3 Karabiik Derekdy 2017
KR4 Karabiik Nebioglu 2017
R1 Rize Merkez 2017
R2 Rize Merkez 2017
R3 Rize Merkez 2018
R4 Rize Merkez 2018
R5 Rize Merkez 2018
R7 Rize Merkez 2018
R8 Rize Merkez 2018
R9 Rize Merkez 2018
R10 Rize Merkez 2018
R11 Rize Merkez 2018
R12 Rize Merkez 2018
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3.1.2 Izolatlarin gelistirilmesi ve teshisi

Elde edilen tek spor izolatlar fasulye agara (500 ml fasulye suyu, 8 gr agar, 1 gr
KH,POy, 1 gr KNO3, 0.5 gr MgS0O,47H,0, 0.5 gr KCI, 500 ml su) asilanmis ve karanlik
ortamda 15 giin siireyle gelistirilmistir. C. lindemuthianum’a ait acervulus, konidi ve
setalar mikroskop altinda goriintiilenmis, Sutton (1992) ve Hall (1994)’e gore
morfolojik olarak teshis edilmistir. Ayn1 zamanda tiire spesifik primerler (CIF4-1TS4)
ile PCR yapilarak morfolojik teshis dogrulanmistir (Chen vd. 2007).

3.2 Colletotrichum lindemuthianum’un Populasyon Yapisindaki Genetik
FarkhibKklarin Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) ve Inter Primer Binding
Site (iPBS) Yontemleri ile incelenmesi

3.2.1 Patojen izolatlarindan DNA ekstraksiyonu

Fasulye agarda 15 giin siireyle gelistirilen fungus izolatlarindan DArT
(http://www.diversityarrays.com) DNA izolasyon metodu kullanilarak ekstraksiyon
gerceklestirilmistir. Agar lizerinden yaklasitk 100 mg miselyum+spor yigimi bistiiri
yardimiyla kazinarak eppendorf tiiplere aktarilmis, tizerine 650 pl ekstraksiyon buffer:
(125 mM Tris-HCI pH 8.0, 25 mM EDTA pH 8.0, 0.8 M NaCl, 1% CTAB, 1%
sarcosyl, 2% PVP-40 (K29-32), 0.5% sodium disulphite) eklenerek 65°C’de 1 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra oda sicakligina kadar sogumasi beklenerek
lizerine esit hacimde chloroform/isoamylalkol (24/1) karisimi eklenmis ve 13000
rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Ustte biriken sividan 500 ul aliarak yeni eppendorf
tiiplere aktarilmis ve esit hacim isopropanol ilave edilmistir. Yaklasik bir saat -20 °C’de
inkiibe edildikten sonra 13000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek olugan DNA pelleti, 250
pul % 70 ethanol ile yikanmis ve kurutulmustur. Ardindan pellet 25-50 pl steril bi-
destile (d2H,0) su ile siispanse edilmistir. DNA konsantrasyonlar1 spektrofotometrik
olarak 260/280 nm o6l¢iim yapilarak tespit edilmis ve tiim DNA o6rnekleri -20°C’ de

saklanmustir.
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3.2.2 Colletotrichum lindemuthianum’un populasyon yapisindaki genetik
farkhiiklarin ISSR yontemi ile incelenmesi

Patojen izolatlar1 arasindaki genetik farkliliklarin ISSR ydntemi ile arastirilmasinda
farkli microsatellit tekrarlar1 igeren 5’ veya 3’ capali primerler (University of British
Columbia) kullanilmistir. On denemelerde 5 izolat ile 30 primer testlenerek PCR
kosullar1 optimize edilmis ve faydali genetik polimorfizm saglayan primerler tespit
edilerek tiim izolatlar arasindaki genetik polimorfizmleri incelemek i¢in kullanilmistir

(Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 ISSR ¢alismalarinda 6n denemeye alinan primerler ve 6zellikleri

Primerler Primerlerin baz dizileri Annealing % G+C
sicakligy (°C)

(AG)sG 5’-AGA GAG AGA GAG AGA GG-3’ 52 °C 52.9
(GA)sT 5’-GAG AGA GAG AGA GAG AT-3’ 50 °C 47.1
(GA)sC 5’-GAG AGA GAG AGA GAG AC-3’ 50 °C 52.9
(AC)sT 5’-ACA CAC ACA CAC ACA CT-3’ 50 °C 47.1
(AG)sYT 5’-AGA GAG AGA GAG AGA GYT-3’ 52 °C 47.2
(AG)sYC 5’-AGA GAG AGA GAG AGA GYC-3° 55°C 52.8
(GAYT 5’-GAG AGA GAG AGA GAG AYT-3’ 53°C 47.2
(GA)YC 5’-GAG AGA GAG AGA GAG AYC-3’ 54 °C 52.8
(CA)sRT 5’-CAC ACA CAC ACA CAC ART-3’ 52°C 47.2
(AC)YT 5’-ACA CAC ACA CAC ACA CYT-3’ 52°C 47.2
(AC)sYA 5’-ACA CAC ACA CAC ACA CYA-3’ 53°C 47.2
(ATG)e 5’-ATG ATG ATG ATG ATG ATG-3’ 50 °C 33.3
BHB(GA), 5’-BHB GAG AGA GAG AGA GA-3’ 53°C 51
(GC)eYR 5’-GCG CGC GCG CGC GCG CGC YR-3” 55°C 95
(AC)sRY 5’-ACA CAC ACA CAC ACA CACRY-3’ 54 °C 50
(GA)RY 5’-GAG AGA GAG AGA GAG AGARY-3" |54°C 50
(AT)eYR 5’-ATATAT ATATAT ATATAT YR-3’ 36 °C 50
(TG)eRT 5’-TGT GTG TGT GTG TGT GRT-3’ 53°C 47.2
(AG)T 5’-AGA GAG AGA GAG AGA GT-3’ 50 °C 47.1
(CT)sRG 5’-CTC TCT CTC TCT CTC TRG-3’ 54 °C 52.8
DHB(CGA)s 5’-DHB CGA CGA CGA CGA CGA-3’ 56 °C 63
YHY(GT),G 5’-YHY GT GT GT GT GT GT GT G-3’ 52°C 51.8
BDB(ACA)s 5’-BDB ACA ACA ACA ACA ACA-3’ 56°C 37.1
BBD(AAC)s 5’-BBD AAC AAC AAC AAC AAC-3’ 54°C 37.1
DVD(AAG)s 5’-DVD AAG AAG AAG AAG AAG-3’ 56°C 35.2
(GT)sA 5’-GTG TGT GTG TGT GTG TA-3’ 46°C 47.1
(GC)sA 5’-GCG CGC GCG CGC GCG CA-3’ 54°C 94.1
(GC)sC 5’-GCG CGC GCG CGC GCG CC-3° 56°C 100
(CG)sA 5’-CGC GCG CGC GCG CGC GA-3’ 54°C 94.1
DDB(CCA)s 5’-DDB CCA CCA CCA CCA CCA-3’ 56°C 62.9
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PCR amplifikasyonlar1 ise 0.2 mM dNTPs, 0.24 uM primer, 2.5 mM MgCl,, 10 mM
Tris- HCI pH 8.8, 50 mM KCI, % 0.8’lik Nonident P40, 1 U Tag DNA polimeraz
(Thermo Scientific, Waltham, USA) igeren 25 ul’ lik hacimlerde 94 °C’ de 30 s,
primerlerin G+C igerigine bagl olarak belirlenen annealing sicakliginda (Ta) 30 s, 72

°C’ de 2 dk 35 dongii ve sonra 72 °C’ de 10 dk olacak sekilde gergeklestirilmistir.

3.2.3 Colletotrichum lindemuthianum’un populasyon yapisindaki genetik
farkhiliklarin iPBS yontemi ile incelenmesi

iPBS analizinde kullanilacak primerler ise Kalendar vd. (2010) tarafindan bildirilen
primerler arasindan secilmistir. On denemelerde 27 primer ile 5 izolat test edilmis ve
faydali genetik polimorfizm saglayan primerler secgilerek tiim izolatlar arasindaki
genetik polimorfizmleri incelemek amactyla kullanilmistir (Cizelge 3.3). PCR
amplifikasyonlar1 25-50 ng DNA, 1xDream Taq Buffer, 1 uM primer, 0.2 mM dNTPs,
1.5 U Dream Tag DNA polimeraz ve 0.04 U Pfu DNA polimeraz (Thermo Scientific,
Waltham, USA) igeren 25 ul’ lik hacimlerde gergeklestirilmistir. PCR protokolii
baslangigta 95°C’ de 3 dk bir dongii, 95°C’ de 15 s, 50-65°C’de 1 dKk (primerlere gore
degisken), 68°C’de 1 dk 30 dongii ve 72°C’de 5 dk olacak sekilde gergeklestirilmistir
(Baloch vd. 2015).

Elde edilen tim PCR driinleri % 1.2°’lik agaroz jelde 100 V’da 2 saat siireyle
elektroforetik olarak ayrilmistir. Elektroforez tankinda ve jelin hazirlanmasinda 1xTAE
(40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA) tampon ¢ozeltisi kullanilmistir (Sambrook vd.
1989). PCR iriinlerinin molekiiler agirliklarinin belirlenmesinde GeneRuler 100 bp
DNA Ladder Plus (Thermo Scientific, Waltham, USA) kullanilmistir. Son olarak agaroz
jel “ethidium bromide” (1 mg/ml) ile boyanarak UV 1s1k altinda goriintiilenmis ve bio-

imaj bilgisayar sistemi (Syngene, Cambridge, UK) kullanilarak kaydedilmistir.
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Cizelge 3.3 IPBS analizinde 6n denemeye alinan primerler ve 6zellikleri

iIPBS Primerlerin baz dizileri Annealing % G+C
primerleri sicakhigi (°C)
iPBS2221 5’-ACC TAG CTC ACGATGCCA-3* | 57°C 55
iPBS2237 5’-CCC CTA CCT GGC GTG CCA-3* | 55°C 72
iPBS2239 5’-ACC TAG GCT CGG ATG CCA-3” | 55°C 50
iPBS2242 5’-GCC CCATGG TGG GCG CCA-3’ | 57°C 77
iPBS2390 5’-GCA ACA ACC CCA-3’ 57°C 58
iPBS2395 5’-TCC CCA GCG GAG TCG CCA-3’ | 53°C 72
iPBS2080 5°-5’-CTC ATG ATG CCA-3’ 63°C 50
iPBS2389 5’-CTC TCA ATG AAA GCA CCA-3’ | 50°C 44
iPBS2415 5’-ACG AAG GGA CCA-3’ 60°C 58
iPBS2257 5’-CTC TCA ATG AAA GCA CCA-3’ | 50°C 44
iPBS2402 5’-CCC CTC CTT CTA GCG CCA-3” | 50°C 66
iPBS2380 5’-CAA CCT GAT CCA-3’ 50°C 50
iPBS2074 5°GCT CTG ATA CCA-3’ 50°C 50
iPBS2386 5’-CTG ATC AAC CCA-3’ 50°C 50
iPBS2085 5’-ATG CCG ATA CCA-3° 53°C 50
iPBS2251 5’-GAA CAG GCG ATG ATA CCA-3’ | 53°C 50
iPBS2222 5’-ACT TGG ATG CCG ATA CCA-3” | 53°C 50
iPBS2219 5’-GAA CTT ATG CCG ATA CCA-3” | 53°C 44
iPBS2232 5’-AGA GAG GCT CGG ATA CCA-3’ | 55°C 55
iPBS2077 5’-CTC ACG ATG CCA-3’ 55°C 58
iPBS2224 5’-ATC CTG GCA ATG GAA CCA-3” | 55°C 50
iPBS2399 5’-AAA CTG GCA ACG GCG CCA-3’ | 52°C 61
iPBS2252 5>-TCATGG CTC ATG ATA CCA-3” | 52°C 44
iPBS2217 5’-ACT TGG ATG TCG ATA CCA-3 | 52°C 44
iPBS2382 5’-TGT TGG CTT CCA-3’ 51°C 50
iPBS2400 5’-CCC CTCCTT CTAGCG CCA-3> | 51°C 66
iPBS2295 5’-AGA ACG GCT CTG ATA CCA-3” | 60°C 50
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3.2.4 Veri analizi

ISSR ve iPBS markerleri ile elde edilen PCR iiriinleri 6nce ayr1 ayri daha sonra bir
araya getirilerek NTSYS ver. 2.02 (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis)
software programina aktarilmistir (Rohlf 1998). Primerlerin ¢ogalttiklar1 farkli molekiil
agirliga sahip bantlar 0 (yok) ve 1 (var) olarak kodlanmis ve rectangular matriks verisi
kullanilarak degerlendirilmistir. Izolatlar arasindaki benzerlik matriksi SIMQUAL
(Similarity for qualitative data) programi kullanilarak Dice’in metoduna gore
olusturulmustur. Elde edilen benzerlik katsayisi ve UPGMA araciligiyla dendogramlar
olusturularak izolatlar arasindaki genetik akrabalik degerlendirilmistir (Sneath ve Sokal
1973). Kullanilan marker yontemleri ile olusturulan dendogramlari degerlendirmek i¢in
kofenetik matris degerleri hesaplanmis ve mantel testi ile karsilastirilmistir. De Riek vd.
(2001)’nin  tanmimladigr formiile gore ortalama polimorfizm igerikleri (PIC,
polymorphism information content) hesaplanmistir. Elde edilen band sayilari,
polimorfik bandlarin yiizdesi (PPB), Nei’nin gen farkliligi (h), Shannon information
index (I)’i, toplam gen farkliligi (Ht), populasyonlar igindeki gen farklilig1 (Hs), genetik
farklilasma (Gst) ve gen akist (Nyv) POPGENE istatistik programi aracilifiyla tespit
edilmistir (Yeh vd. 1999). Cografik populasyon farkliklar1 ise TFPGA (ver. 1.3)
programi kullanilarak 1.023 permiitasyonlu bootstrap analizi ile olusturan dendogramla
gosterilmistir. Ayrica izolatlarin populasyon dagilimi ve genetik yapist STRUCTURE
v.2.2 programi kullanilarak analiz edilmistir (Pritchard vd. 2000). Her bir cluster i¢in 10
bagimsiz kosturma (K:2-10) gergeklestirilmis ve program her kosturma igin (Monte
Carlo Markov Chain: 5.000) 50.000 tekrara ayarlanmistir. En iyi gruplanmay1 temsil
eden populasyon sayilar, STRUCTURE HARVESTER programi kullanarak AK degeri
ile belirlenmistir (Evanno vd. 2005). Populasyonlar arasinda ve igindeki molekiiler
varyans analizi (AMOVA, 1.023 permiitasyon, P<0.001) ise ARLEQUIN ver. 3.0
programi kullanilarak gerceklestirilmistir (Excoffier vd. 2005).
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3.3 Ulkemizdeki Bazi Onemli Fasulye Genotip ve Cesitlerinin Hastalik Etmenine
Kars1 Reaksiyonlarinin Belirlenmesi

3.3.1 Bitkilerin yetistirilmesi

Ulkemizde yaygin olarak ekimi yapilan 40 adet fasulye g¢esidinin (Cizelge 3.4) ve
onceki ¢alismalarda iimitvar oldugu belirlenen 40 adet fasulye genotipinin (Cizelge 3.5)
hastaliga  kars1  reaksiyonlar1  kontrolli  kosullarda  patojenisite  testi ile
degerlendirilmistir. Bu kapsamda % 1’lik sodyum hipokloriir (NaOCl)’de 2 dakika
yiizey dezenfeksiyona tabi tutulan ve 3 kez steril saf sudan gecirilen 4 adet fasulye
tohumu toprak, kum, giibre karisimi igeren (1:1:1 v/v/v) 16 cm c¢apindaki saksilara
ekilmistir. Bitkiler yaklagik olarak 14 giin siireyle 23°C’deki bitki yetistirme odasinda
ilk trifoliat yapraklar olusuncaya kadar yetistirilmistir. Deneme ti¢ tekerriirlii olarak

gerceklestirilmistir.

3.3.2 Patojen izolatinin gelistirilmesi ve patojenisite calismalar:

Patojenisite caligmalarinda 6n denemelerde patojen oldugu belirlenen S27 nolu C.
lindemuthianum izolati kullanilmistir. Bu kapsamda fungus sporulasyonunu tesvik
etmek amaciyla patojen izolatt M3 ortaminda (10 g siikroz, 20 g agar, 2 g KH,PO,4, 1 g
MgSQO,.7H,0, 6 g peptone, 1 g yeast extract agar, 1000 ml distile su) 23°C’de 15 giin
stireyle karanlikta gelistirilmistir (Pinto vd. 2012). Daha sonra fungus sporlari, petri
kaplarina 20 ml steril distile su eklenerek cam bir spatula ile kiiltiir yiizeyinden
kazinarak toplanmistir. Spor konsantrasyonu, thoma lami ile sayim yapilarak 1.2x10°
spor/ml olarak ayarlanmis ve yetistirilen fasulye bitkilerinin tiim yapraklarina basingl el
piilverizatori kullanilarak piiskiirtiilmiistiir. Kontrol olarak kullanilan bitkilere ise saf su
piiskiirtiilmiistiir. Inokulasyondan sonra bitkiler 20+£2°C sicaklik 12 saat 151k iceren
iklim odalarma yerlestirilmis ve ilk 2 giin yaprak 1slakligin1 korumak amaciyla naylon
torbalar icerisinde bekletilmistir. Daha sonrasinda bitkiler torba igerisinden ¢ikartilmis

ve belirli periyotlarda nem saglamak amaciyla su piiskiirtiilmiistiir.

34



Cizelge 3.4 Patojenisite ¢aligmalarinda kullanilan fasulye ¢esitleri ve dzellikleri

No  Cesit ismi Tiir Elde edildikleri kurum

1 Seher yildiz1 Taze Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii

2 Zeynebim Taze Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii

3 Karabacak Taze Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii

4 40 giinliik Taze Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii
9) Fransiz Taze Gegit Kusag1 Tarimsal Arastirma Enstitiisii
6 Boncuk Taze Gegit Kusag1 Tarimsal Arastirma Enstitiisii
7 Sazova Taze Gegit Kusag1 Tarimsal Arastirma Enstitiisii
8 Magnum Taze May Tohum

9 Java Taze May Tohum

10 Asya Taze May Tohum

11 Sofia Taze May Tohum

12 Volare Taze May Tohum

13 Gina Taze May Tohum

14 Ozayse Taze Bat1 Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisu
15 Yalova 5 Taze Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitiisti
16 Yalova 17 Taze Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitiisti
17 Perolar Taze Makrogen Tohumculuk

18 Sarikiz Taze Makrogen Tohumculuk

19 Gelincik Taze Makrogen Tohumculuk

20 Hanimteni Taze Sim Arzuman Tarim Uriinleri

21 Tavil Taze Makrogen Tohumculuk

22 Miray Taze Sim Arzuman Tarim Uriinleri

23 Nazende Taze Makrogen Tohumculuk

24 Mina Taze Makrogen Tohumculuk

25 Buse Oturak Barbunya Makrogen Tohumculuk

26  Selim Barbunya Sim Arzuman Tarim Uriinleri

27 Sembol Barbunya Makrogen Tohumculuk

28 Belinay Sink  Barbunya Makrogen Tohumculuk

29 Klas Barbunya Poltar Tarim

30 Sirik barbunya  Barbunya Poltar Tarim

31 Akdag Kuru Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitlisii

32 Ziilbiye Kuru Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii

33 Akin Kuru Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii
34 Onceler Kuru Gegit Kugag1 Tarimsal Arastirma Enstitiisii
35 Karacasehir 90  Kuru Gegit Kugag1 Tarimsal Arastirma Enstitiisii
36 Goyniik 98 Kuru Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii
37 Bulduk Kuru Gegit Kugag1 Tarimsal Arastirma Enstitiisii
38 Mecidiye Kuru Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii
39 Aras Kuru Dogu Anadolu Tarimsal Aragtirma Enstitiisii
40 Yakutiye Kuru Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii
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Cizelge 3.5 Patojenisite ¢alismalarinda kullanilan bazi timitvar fasulye genotipleri ve

lokasyonlar1

No  Fasulye Elde edildigi No Fasulye Elde edildigi

Genotopi sehir Genotopi sehir
1 ISPT-6 Isparta 21 BRS-3 Bursa
2 MGL-4 Mugla 22 BLKSR-3  Balikesir
3 KTH-26 Kiitahya 23 YLV-32 Yalova
4 CNK-8 Canakkale 24 DNZL-3 Denizli
5 BRS-21 Bursa 25 1ZM-4 [zmir
6 MNS-5 Manisa 26 BLKSR-19 Balikesir
7 BLCK-7 Bilecik 27 CNK-4 Canakkale
8 ISPT-3 Isparta 28 YLV-31 Yalova
9 AYD-2 Aydin 29 ANT-22 Antalya
10 AYD-1 Aydin 30 BRS-4 Bursa
11 DNZL-9 Denizli 31 ISP-4 Isparta
12 MGL-30 Mugla 32 BRS-24 Bursa
13 ANT-31 Antalya 33 KTH-17 Kiitahya
14 KTH-27 Kiitahya 34 1ZM-2 [zmir
15 BRD-25 Burdur 35 BRS-22 Bursa
16 DZC-2 Diizce 36 YLV-14 Yalova
17  CNK-2 Canakkale 37 YLV28 Yalova
18 CNK-6 Canakkale 38 DZzC-3 Diizce
19 USK-1 Usak 39 BRS-23 Bursa
20 BLKSR-14  Balikesir 40 BRD-2 Burdur

3.3.3 Hastalik reaksiyonlarinin degerlendirilmesi

Inokulasyondan 7 giin sonra bitkiler 1-9 skalasina gore degerlendirilmistir

(Schoonhoven ve Pastor-Corrales 1987).
1: Hastalik belirtisi yok

3: Yapraklarin alt yiizeyindeki birincil damarlarda veya kapsiilde yiizey alaninin

yaklasik % 1’ini kaplayan birkag kii¢iik lezyon

5: Yapragin alt yiizeyindeki birincil veya ikincil damarlarda veya petiolde ¢ok
sayida kiiclik lezyon. Kapsiiliin yaklasik % 5’ini kaplayan, sporlu veya sporsuz kiigiik (2

mm’den kiigiik), yuvarlak lezyonlar
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7: Yapraklarin alt yilizeyinde ¢ok sayida genislemis lezyon. Nekrotik lezyonlar
yapragin iist ylizeyinde veya petiolde de goézlenebilir. Kapsiiliin yaklasik % 10’unu
kaplayan, genellikle sporlu, orta biiyiikliikte lezyonlar (2 mm’den daha biiyiik)

9: Yaprak, yaprak sapi, govde, dallar ve hatta bitki dokusunun ¢ogunun oliimiiyle
sonuc¢lanan biiyiime noktasindaki lezyonlarin bir sonucu olarak bitki dokusunun % 25
veya daha fazlasinda siddetli nekrozlar. Kapsiilde ¢ok sayida, biiyiik ve sporulasyonu

olan lezyonlar sonucu kapsiil deformasyonu, diisiik tohum sayis1 ve kapsiil 6liimii

Hastalik reaksiyon skoru 1-3 olan bitkiler dayanikli, 4-9 alan bitkiler duyarli olarak
kabul edilmistir.

3.4 Ulkemizdeki Baz1 Fasulye Genotiplerindeki Dayamkhhk Kaynaklariin
Marker Destekli Seleksiyon (MAS) ile Belirlenmesi

3.4.1 Bitkilerin yetistirilmesi ve DNA ekstraksiyonu

Calismanin bu kisminda bitkisel materyal olarak 35 farkli ilden elde edilen 693 fasulye
genotipi kullanilmistir (Sekil 3.3). Bitkiler 3.3.1°de belirtildigi sekilde yetistirilmis ve
her bir fasulye genotipinden 100 mg Dbitki dokusu alimarak DArT
(http://lwww.diversityarrays.com) DNA izolasyon metodu kullanilarak DNA
ekstraksiyonu gercgeklestirilmistir. DNA konsantrasyonlari ise spektrofotometrik olarak
260/280 nm Olgiim yapilarak belirlenmis ve tiim DNA Ornekleri 20 nmol
konsantrasyona ayarlanarak PCR ¢aligmalarinda kullanilmak iizere -20°C° de

saklanmustir.

3.4.2 Marker destekli seleksiyon ¢alismalari

Fasulye genotiplerinden elde edilen DNA ornekleri Co dayaniklilik genleri ile iliskili
SCAR, RAPD, STS ve CAPS molekiiler markerlar1 kullanilarak test edilmistir. Bu
kapsamda yapilan On calismalarda uluslararast ayirici sete ait antraknoza karsi

dayaniklilik kaynaklar1 bilinen Michelite (MA; Co-11, Co-6, Co-1), Michigan Dark Red
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Kidney (MDRK; AND; Co-11, Co-1%, Cornell 49242 (MA; Co-1°, Co-13, Co-2),
Ouero negro (Co-4, Co-10, Co-4%), Pl 207262 (MA; Co-3), Perry Marrow, Widusa
(AND; Co-1°), Kaboon, To (MA; Co-4), Tu (MA; Co-5), AB136 (MA; Co-6) ve Usp-
Ant-1 (C0-42) fasulye c¢esitleri kullanilarak PCR yontemlerinin optimizasyonu
gerceklestirilmistir.

Fasulye genotiplerinin antraknoz hastaligina karst molekiiler markerlerle tespitinde
kullanilan primerler ve PCR protokolleri ¢izelge 3.6’da belirtildigi gibi programlanan
thermocyclerda (Thermo Scientific, Waltham, USA) gerceklestirilmistir. PCR
reaksiyonlart 0.2 uM dNTPs, 0.3 uM primer, 2.5 mM MgCl,, PCR buffer, 10-20 ng
DNA, 1 U Taq DNA polimeraz igeren 20 pl’ lik hacimlerde gergeklestirilmistir.

3.4.3 Agaroz jel elektroforezi

Elde edilen PCR iiriinler1 % 1.2-2.5‘liikk agaroz jelden 1xTAE buffer icerisinde 100
V’da 2 saat siireyle elektroforetik olarak ayrilmistir. PCR dirlinlerinin molekiiler
agirliklarinin belirlenmesinde GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus (Thermo Scientific,
Waltham, USA) kullanilmistir. Son olarak agaroz jel “ethidium bromide” (1 mg/ml) ile
boyanarak UV 1sik altinda goriintiilenmis ve bio-imaj bilgisayar sistemi (Syngene,
Cambridge, UK) kullanilarak kaydedilmistir. Co-2 lokusu ile iliskili olan SCAreoli
primeri ile elde edilen PCR {iriinlerinin Dral enzim kesimi ise {iretici firma protokoliine
gore 37°C’de gergeklestirilmistir. Fasulye genotiplerindeki dayaniklilik genlerinin
varhigi, referans fasulye g¢esitleri ile kiyaslanarak var (+) yok (-) olarak

degerlendirilmistir.
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Cizelge 3.6 Fasulye genotiplerindeki Co- dayaniklilik genlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan markerler ve PCR kosullar

primer | G | Marker | Bazgifti PCR | pCR dingisii Literatiire
bolgesi iiriinii
94°C 1 dk., 35°C 1 dk, 72°C 2 dk, 3 dongi;
OPF10 | Co-1 RAPD | 5-GGAAGCTTGG-3’ 530 | 94°C 10's, 40°C 20 s, 72°C 2 dk 34 dongii | Young ve Kelly (1997)
ve 72°C 5 dk
94°C 1 dk, 35°C 1 dk, 72°C 2 dk, 3 dong;
OPA18 | Co-1® | RAPD | 5-AGGTGACCGT-3’ 1500 | 94°C 10's, 40°C 20 s, 72°C 2 dk 34 dongii | Gongalves-Vidigal ve Kelly (2006)
ve 72°C 5 dk
94°C 1 dk, 35°C 1 dk, 72°C 2 dk, 3 dongi;
OPAZO04 | Co-11 | RAPD | 5-CCAGCCTCAG-3’ 565 | 94°C 10's, 40°C 20's, 72°C 2 dk, 34 dongii | Silvavd. (2009)
ve 72°C 5 dk
; 5°-CCT TGA CGC ACC TCC ATG -3’ 94°C 2 dk; 94°C 60s, 68°C 60s, 72°C 60s, .
SBl2 1 Co-3" | SCAR |5, 176 ACG ATGGG TTG GCC -3’ 350 | 35 dongii ve 72°C 7 dk. Mendez de Vigo vd. (2005)
5°-GGA AGC TTG GTG AGC AAG GA -3’ 94°C 3 dk; 94°C 15s, 65°C 60s, 72°C 90s,
SF10 Co-10 | SCAR | 5, GGA AGC TTG GCT ATGATG GT -3’ 1072 | 35 domgii ve 72°C 7 dk Correa vd. (2000)
. 5 -CAGAGGATGCTTCTCACGGT-3’ 95°C 3 dk, 92°C 30 s, 50°C 1 dk, 72°C 1 »
TGALL | Co-1" | STS 5-AAGCCATGGATCCCATTTG-3’ 570 | 4k 34 dongii ve 72°C 5 dk Gongalves-Vidigal vd. (2011)
Cod? 5°-GTG GGA CCT GTT CAA GAA TAA TAC-3' | 1150/ | 94°C 10s, 67°C 40s, 72°C 1.5 dk, 34 dongii
SBB14 SCAR | 5. 5TG GGA CCT GGG TAG TGT AGA AAT-3 | 1050 | ve 72°C 5 dk Kelly vd. (2003)
. 2 de Queiroz vd. (2004); Kelly vd.
SCo8 Co-4 | SCAR g,_éﬁé ﬁgi g%TCTTTAAGGGCCTTGTTATT%% _33, 910 | 94°C 30s, 65°C 60s, 72°C 1.5 dk, 34 dongii | (2003)
0, 0, [0]
700 co6 | scar | 5-GGC TGT GCT GAT TAA TTC TGG-3" 567 3gncﬁ30s, 45°C 120s, 72°C 1.5 dk, 45 | 4o eiroz vd. (2004); Kelly vd.
5°-TGC TCA TTT TAT AAT GGA GAA AAA-3’ g (2003)
94°C 10s, 58°C 40s, 72°C 2 dk, 35 dongi
. 5°-GGG AGA CAT CCA TCA GAC AAC TCC-3° . * g
SCAreoli | Co-2 CAPS 5_GTA TCC ATT TGAA GGA GCT-3’ 1000 ve 72 C§ dk o . Geffroy vd. (1998)
Dral enzim kesimi (37 °C)
5°-TGG CGC ACA CAT AAG TTC TCA CGG -3’ 94°C 3 dk; 94°C 10s, 65°C 30s, 72°C 2 dk, .
SAB3 | Co5 | SCAR | 5. 156 cGC ACA CCA TCA AAA AAG GTT-3" | “90 | 30 déngii ve 72°C 5 dk Vallejo ve Kelly (2001)
94°C 1 dk, 35°C 1 dk, 72°C 2 dk, 3 dongi;
OPV20 | Co-13 | RAPD | 5‘-CAGCATGGTC-3¢ 680 | 94°C 10's, 40°C 20's, 72°C 2 dk, 34 déngii | Lacanallo vd. (2010)

ve 72°C 5 dk




3.5 Patojen Genotiplerine Bagh Olarak Bitkideki Dayamkhhk Gen
Ekspresyonlarindaki Degisimlerin Incelenmesi

ISSR ve iPBS c¢alismalar1 sonucunda farkli genetik gruplari temsil eden S27 ve Z10
patojen izolatlar1 dayaniklilikla iliskili gen ifadelerindeki farkliliklarin incelenmesi

amactyla kullanilmistir.

3.5.1 Bitkilerin yetistirilmesi, inokulasyon yontemi ve érnek alimi

Calismada hassas fasulye ¢esidi Gina kullanilmis ve bitkiler boliim 3.3.1°de belirtildigi
gibi ilk trifoliat yapraklari olusuncaya kadar yetistirilmistir. Patojen izolatlarinin
gelistirilmesi  ve inokulasyon yontemi ise bolim 3.3.2°de belirtildigi  gibi
gerceklestirilmistir. Izolatlar bitkilere ayr1 ayr1 uygulanmis ve denemeler 3 tekerriirlii
olarak planlanmistir. Saglikli kontrol olarak kullanilan bitkilere ise saf su
piiskiirtiilmiistiir. Inokulasyondan 0, 24, 48, 72 ve 96 saat sonrasinda her saksidaki
bitkilerin ilk ¢ikan trifoliat yapraklarindan yaklasik 2 cm biiyiikliigiinde diskler alinmis
ve bunlar bir araya getirilerek 6rnek havuzlari olusturulmustur. Toplamda yaklagik 50
mg bitki dokusu eppendorf tiiplere konulmus ve sivi azot igerisinde dondurularak RNA

izolasyonlarinda kullanilmak iizere -80°C’de saklanmuistir.

3.5.2 Bitki dokularindan RNA izolasyonu ve DNase uygulamasi

Bitki dokularindan RNA izolasyonlar1 NucleoZOL (Macherey-Nagel)  buffer
kullanilarak {iretici firma protokoliine gore gergeklestirilmistir. Bu kapsamda sivi azot
igerisinde dondurulmus 50 mg bitki dokusu 500 pl NucleoZOL igeren eppendorf tiipe
koyulmus ve homojenize edilmistir. Uzerine 200 pl DEPC’li su koyularak alt iist
edilmis ve 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra oda sicakliginda 15
dakika 12.000 x g’de santrifiij edilmistir. 500 pl supernatant yeni tiipe aktarilarak
tizerine 500 pl isopropanol eklenmis ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir.
Santrifiij ile ¢oktiiriilen pellet 500 pl % 75 ethanol ile yikanmis ve 50 ul DEPC su
icerisinde ¢Ozdirilmiistiir. Elde edilen RNA miktar ve safliklar1 Nanodrop ND-
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Spectrometer 1000 cihazi ile 260/280 ve 260/230 nm dalga boylarindaki absorbans
oranlan ile tespit edilmistir. DNA kontaminasyonunu engellemek icin elde edilen
RNA’lara iretici firma protokolii modifiye edilerek DNase uygulamasi
gerceklestirilmistir. Bu amagla 4 ug RNA, 1 U DNase | enzimi (Thermo Scientific,
Waltham, USA) 10x reaksiyon buffer: ile karistirilarak hazirlanan siispansiyon 37°C’de
30 dakika inkiibe edilmis ardindan 5 mM EDTA ilave edilerek 65°C’de 10 dakika

inkiibe edilmistir.

3.5.3 Elde edilen bitki orneklerinden ¢cDNA sentezi ve Real-time PCR analizi

cDNA sentezi, iScript™ cDNA sentez kiti (Bio-Rad, Kaliforniya, ABD) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu amagla DNase | uygulamasi yapilan her bir 6rnekten 2 ng RNA
alinarak, 5X Reverse Transkriptaz Reaksiyon buffer, 0.5 ul iScript Reverse Transkriptaz
enzimi ile karigtirilmis ve reaksiyon hacmi 15 pl’e ayarlanmistir. Daha sonra 25°C’de 5
dk, 42°C’de 30 dk ve 85°C’de 5 dk inkiibasyon yapilarak cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. Elde edilen cDNA’lar 1:20 oraninda su ile seyreltilerek ekspresyon
caligmalarinda kullanilmistir. Real time PCR c¢alismalar1 ¢ift sarmal DNA’ya
baglanarak floresan oOzellik gosteren SYBR Green yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Real time PCR amplifikasyonlar1 2x iTaq™ Universal
SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) karisimi, 0.5 uM primer
(Cizelge 3.7) ve 2 ul cDNA 6rnegi igeren 10 pl’ lik hacimlerde gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.7 Fasulye bitkisindeki savunma mekanizmalari ile iliskili genlere ait primerler
(Oliveira vd. 2015b)

Dayamkhlik Genleri Primer sekansi

F: AAAGCCAAGAGCGATTCTCTTTTCA
R: GAACACTCTGATTTGATAACACTTC

Patojenisite ile iligkili PR1

F: GAAGATGAGCTCAAAGCTGGTAA

B-1,3 endoglukonaz-PR2 R: CAAGGATTGGCCAAAAGGTA

F: ATTGTTGTGCCAATCCCTTT
R: CACCGCCATACAGTTCAAAA

Kitinaz-PR3

F: GACACACAAGTTGAAGCACCA
R: TGCAGCTTCTTAGCATCCTTC

Phenylalanine ammonia-lyase-PAL

F: AGCTCTTCAAGGACACTGAGCCAA
R: AAAGGCTGTGGATGCTGCACTAGA

Glutatione S-transferaz-GST

F: AGCACTGTGCCTGTTTTCAGT
R: AACACACGAGAAGATTCAACCA

Lipoksigenaz-LOX

F: TCCTTTTCAGCACTTTCACT

Peroksidaz-POD R: AGAAAGCAGTGTTCTTGTGG

F: TGCATACGTTGGTGATGAGG

Actin R: AGCCTTGGGGTTAAGAGGAG

PCR kosullar1 ise 50°C’ de 2 dk, 95°C” de 30 s ilk denatiirasyon, 95°C’ de 15 s, 60°C
60 s siireyle 40 dongii olacak sekilde programlanan LightCycler® 96 Real-Time PCR
(Roche) sisteminde gergeklestirilmistir. Her Real time PCR uygulamasindan sonra non
spesifik amplifikasyonlar ve dimer olusumunu kontrol etmek amaciyla 95°C” de 60 s,
65°C’de 60 s, 97°C’de 1 s okuma yapilarak erime egrisi (melting curve) analizi
gerceklestirilmistir. Her reaksiyon icin ilk anlamli artisin tespit edildigi Ct degeri
housekeeping gen olarak kullanilan actin geninin Cy degeri ile normalize edilmistir.
Test edilen genlerdeki nispi degisim miktarmin belirlenmesinde Livak ve Schmittgen
(2001)’e ait 22%CT formiilii kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar log2 tabanlh

kat artis1 olarak belirtilmistir.

AACT=(C+ hedef gen-C+ actin)y zaman-(Ct hedef gen-C+actin)g saar*

*x zamani 24, 48, 72 ve 96 saatleri ifade ederken, O.saat hedef genin ekspresyonunun actine
gore normalize edilmis halini ifade etmektedir.

Dayaniklilik ile iliskili gen ifadelerinin log2 kat artiglar1 arasindaki farklilik Minitab 13
istatistik programi kullanilarak varyans analiz ile incelenmistir. Ortalamalar arasindaki

fark ise LSD (P=0.05) testi ile degerlendirilmistir. Ayrica genlerin ekspresyon
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profillerinin  liste halinde verilerek daha iyi anlasilmasini saglamak igin
http://www.heatmapper.ca/expression/ uygulamasi ile 1s1 tablosu (heatmap)

olusturulmustur.

3.6 Colletotrichum lindemuthianum’a Karst Dayamkhlhik Mekanizmasinin
Uyarilmasinda Farkh Kimyasal Uyaricilarin Gen Ekspresyonlar1 Uzerindeki
Etkisinin Real Time PCR ile Incelenmesi

Patojen gelisiminin engellenmesi ve bitkideki dogal savunma mekanizmalarinin
uyarilmasi amaciyla silisyum (Si; sivi potasyum silikat; %26 SiO,+%13 K;0), metil
jasmonate (MeJA; Sigma-Aldrich) ve 1,2,3- benzothiadiazole-7-thiocarboxilic acid S-
methyl ester (BTH; Syngenta) bitki aktivatorleri kullanilmistir. Hassas fasulye ¢esidi
Gina ve yaygin patojen izolat1 Z10 ile denemeler gerceklestirilmistir. Her bitki
aktivatorti dort adet uygulamadan olugsmustur. Bunlar,

a; Sadece patojen uygulanan (Kontrol)

b; Bitki aktivatorii+patojen uygulanan (Patojen+BTH, Patojen+Si, Patojen+MeJA)

c; Sadece bitki aktivatorii uygulanan (Si; Sadece Silisyum, MeJA; Sadece MeJA, BTH;
Sadece BTH)

d; herhangi bir uygulama yapilmayan saglikli bitkilerden olusmus ve 3 biyolojik 2

teknik tekerriir olacak sekilde planlanmustir.

3.6.1 Bitki aktivatorlerinin uygulama dozu ve yontemi

Bitki aktivatorlerinin uygulanmasinda literatiir taramasinda farkli bitkilerde etkili
oldugu bildirilen 2 MM BTH, 2 mM silikon ve 0.1 mM MeJA kullanilmistir. MeJA ve
BTH uygulamalarinda bitkiler bolim 3.3.1°de belirtildigi gibi ilk trifoliat yapraklari
olusuncaya kadar yetistirilmis ve belirtilen dozlarda hazirlanan siispansiyonlar yapraklar

tyice 1slanincaya kadar basingh piilverizator kullanilarak tiim bitkiye uygulanmistir.

Silisyum uygulamasinda ise bitkiler Hoagland soliisyonu igerisinde (3 mmol L™ KNOs,
2 mmol L™ Ca(NO;),.4H,0, 0.5 mmol L™ MgS04.7H,0, 0.25 mmol L (NH,)2S0s,
0.5 mmol L™ NH4H2POy, 12.5 pmol L™ H3BOs, 1 pmol L™ ZnS04.7H,0, 0.25 pmol
L™ CuS04.5H,0, 0.25 umol L™ MnCl,.4H,0, 0.25 pmol L™}, (NH,;)6M070,4.4H,0, 25
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umol L™ FeS047H,0, 25 pmol L' EDTA bisodium) hidroponik sistemde
yetistirilmistir (Liao vd. 2004). Bu amagla yiizeysel olarak dezenfekte edilen fasulye
tohumlar1 petri kaplarinda nemli filtre kagitlar1 izerinde 5 giin slireyle ¢imlendirilmistir.
Cimlenen fideler adaptasyon amaciyla 2 giin 1/5 oranindaki Hoagland soliisyonu
icerisinde bekletilmistir. Gelisen fideler 2 mM potasyum silikat eklenerek hazirlanan 5
litre 1/2 oraninda Hoagland soliisyonu iceren 25 cm’lik saksilara aktarilmis ve ilk
trifoliat yapraklar1 olusuncaya kadar Vetistirilmistir. Besin soliisyonu her hafta

yenilenerek, pH’ nin 5.5 civarinda kalmasi saglanmistir.

3.6.2 inokulasyon yéntemi ve érnek alim

Bitki aktivatorlerinin uygulanmasindan 48 saat sonra boliim 3.3.2°de belirtildigi gibi
patojen inokulasyonu yapilmistir. Inokulasyondan 0, 24, 48, 72 ve 96 saat sonra ilk
cikan trifoliat yapraklardan Ornekler alinmistir. Bitkilerden Ornek alinmasinda
homojenisite saglamak i¢in her saksidaki bitkilerin ilk ii¢lii yapragindan disk delici ile 2
cm biiyilikliiglinde diskler alinmis ve bunlar bir araya getirilerek 6rnek havuzlar
olusturulmustur. Alinan 6rnekler sivi azotta dondurulmus ve -80°C’ de saklanmustir.
RNA izolasyonlarmin yapilmasi, CDNA sentezi ve Real time PCR ile dayaniklilik
genlerinin tespiti ise boliim 3.5.2 ve 3.5.3°de belirtildigi gibi gergeklestirilmistir.

3.6.3 Hastalik reaksiyonlariin degerlendirilmesi
Bitki aktivatorlerinin  hastalik  gelisimi iizerindeki etkisinin belirlenmesi igin

inokulasyondan 7 giin sonra tim bitkiler bolim 3.3.3’de belirtildigi gibi

degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Colletotrichum lindemuthianum izolatlarimin elde edilmesi ve teshisi

Colletotrichum

lindemuthianum’un izolatlarinin elde edilmesi amaciyla fasulye

tiretiminin yogun oldugu 7 ilde survey yapilmistir. Tipik antraknoz simptomlari

gosteren bitkilerin kapsiil, sap, gdvde ve yapraklarindan yapilan izolasyonlar sonucunda

91 adet C. lindemuthianum izolat1 elde edilmis ve bu izolatlarin illere gore dagilimi

sekil 3.1 ve gizelge 4.1’de verilmistir. Elde edilen izolatlarin morfolojik ve kiiltiirel
Ozelliklerine bakilarak tamaminin C. lindemuthianum oldugu tespit edilmistir (Sekil

4.1). Ayrica tiire spesifik ITS4/CIF4 primeri kullanilarak tiim izolatlardan beklenen

biiytiklikte (461 bp) amplifikasyon iriinii elde edilmis ve C. lindemuthianum

izolatlarmin morfolojik tanimlanmasi PCR testi ile dogrulanmistir (Sekil 4.1).

Cizelge 4.1 Survey yapilan iller ve bu illerden elde edilen izolat miktarlar

Bolge iller Izolat isimleri Toplam
izolat sayisi

Orta Samsun S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S10, 27
Karadeniz S11, S12, S13, S14, S15, S16, S17, S18,

S19, S20, S21, S22, S23, S24, S25, S26,

S27
Orta Tokat T1,T2,T3,T4,T5,T6 6
Karadeniz
Bati Kastamonu K1, K2, K3, K4, K5, K6, K7, K8, K9, 15
Karadeniz K10, K11, K12, K13, K14, K15
Bati Cankir Cl, C2, C3, C4, C5, Co6, C7, C8, C9, 14
Karadeniz C10,C11,C12,C13,C14
Bati Zonguldak Z1, 72, 73, Z4, Z5, Z6, Z7, Z8, Z9, Z10, 14
Karadeniz Z11, 712, 713, Z14
Bati Karabiik KR1, KR2, KR3, KR4 4
Karadeniz
Dogu Rize R1, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10, 11
Karadeniz R11, R12
Toplam izolat Sayis 91
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Sekil 4.1 Colletotrichum lindemuthianum izolatlarinin kiiltiir ortamlarindaki gelisimi

(a), sporulasyonu (b), konidi ve seta olusumu (c), tiire spesifik CIF4/ITS4 primeri ile PCR
amplifikasyonu (d) (M: Gene ruler 100 bp DNA ladder, 1-5: C. lindemuthianum DNA’s1, 6-9: Farkli
fungus DNA’s1, 10: negatif kontrol)

4.2 Colletotrichum lindemuthianum’un  Populasyon Yapisindaki Genetik
Farkhliklarin Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) ve Inter Primer Binding
Site (iPBS) Yontemleri ile Incelenmesi

4.2.1 Colletotrichum lindemuthianum’un populasyon yapisindaki genetik
farkhiliklarin ISSR yontemi ile incelenmesi

Fasulyede antraknoza neden olan Colletotrichum lindemuthianum’un populasyon
yapisindaki farkliliklari tespit etmek amaciyla yapilan ISSR analizinde 30 primer test

edilmistir. On denemelerde bu primerlerden 9 adedi tekrarlanabilir ve faydali
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polimorfizm saglamistir (Cizelge 4.2). Bu primerler ile 91 C. lindemuthianum izolati

testlenmis ve izolatlar arasinda 0.5-3.5 kb arasinda degisen biiytikliiklerde 62 adet (6.8

fragment/primer) bant amplifiye edilmistir.

Cizelge 4.2 Izolatlar arasindaki genetik polimorfizmi belirlemek amaciyla kullanilan
ISSR primerleri ve elde edilen veriler

ISSR Primer sekanslari (5°-3”) Ta G+C TB* PB PPB PIC
primerleri (°C) (%) (%) degeri
(AG)gYC AGAGAGAGAGAGAGAGYC 54 528 7 4 571 0.27
(GA)sC GAGAGAGAGAGAGAGAC 52 529 9 8 88.8 0.23
(AC)sT ACACACACACACACACT 52 471 5 2 40,0 0.18
(AC)gYA ACACACACACACACACYA 56 472 5 4 80.0 0.19
(GA)RY GAGAGAGAGAGAGAGAGARY 54 500 7 6 85.7 034
(AG)gT AGAGAGAGAGAGAGAGT 56 471 8 8 100.0 0.49
DHB(CGA)s DHBCGACGACGACGACGA 56 63.0 11 4 36.3 0.08
YHY(GT);G YHYGTGTGTGTGTGTGTG 52 518 6 5 83.3 0.25
BDB(ACA)s BDBACAACAACAACAACA 56 371 4 1 250 0.12
Toplam 62 42

Ortalama 6.88 4.66 69.52 0.238

Ta, primerlerin annealing sicakligi; G+C, primerlerin guanin sitosin yiizdesi; TB; toplam bant
sayis1; PB, polimorfik bant sayisi; PPB, polimorfizm seviyesi; PIC, her primer i¢in polimorfizm

bilgi igerigi

Degerlendirilen DNA fragmentlerindeki polimorfizm seviyesi % 67.7 (polimorfik band

sayist / toplam band sayist x 100) olarak belirlenmis olup her primerin ortalama 4.66

polimorfik band verdigi tespit edilmistir. Her primer i¢in degerlendirilen ortalama band

sayisi ise 6.88 olup, primerler arasinda 4 (BDB(ACA)s) ile 11 (DHB(CGA)s) arasinda

degistigi goriilmiistiir. Patojen izolatlar1 arasinda en fazla intraspesifik farklilik 8
polimorfik band tireten (% 100) (AG)sT ile elde edilir iken, % 25 polimorfizm ile
BDB(ACA)s primeri en az bilgi veren primer olmustur. ISSR primerlerinin ortalama
PIC degeri ise ortalama 0.238 olup 0.08 DHB(CGA)s ile 0.49 ((AG)sT) arasinda
degismistir. ISSR primerleri ile elde edilen PCR amplifikasyonlar1 sekil 4.2° de

verilmistir.
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ISSR verisinin Dice’n metoduna goére yapilan UPGMA cluster analizi ise Tiirkiye nin
farkli cografik bolgelerinden elde edilen patojen izolatlar1 arasinda % 69 benzerlik ile
iki ana grubun bulundugunu gostermistir. Birinci ana grup 19 Samsun izolat1 ve 1 Tokat
izolatindan olusmustur. Ikinci grup ise 71 izolat [(Zonguldak (14), Kastamonu (15),
Cankir1 (14), Karabiik (4), Tokat (5), Samsun (8) ve Rize (11)] ile en biiyiik grubu
olusturmus ve yaklasik % 90 benzerlik ile iki alt gruba ayrilmistir. ikinci grup
icerisindeki Rize bolgesine ait izolatlar, diger 6 bolgedeki izolatlardan ayri olarak

gruplanmustir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.2 Colletotrichum lindemuthianum izolatlarinin (AC)sYA (2); (GA)sC (b);
YHY(GT);G (c); DHB(CGA)s (d); (GA)RY (e) primerleri ile PCR sonucu
elde edilen ISSR profilleri (M: Gene ruler 100 bp DNA ladder)
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Sekil 4.2 Colletotrichum lindemuthianum izolatlarinin (AG)sYC (f); (AC)sT (9);
BDB(ACA)s (h); (AG)sT (1) primerleri ile PCR sonucu elde edilen ISSR
profilleri (M: Gene ruler 100 bp DNA ladder) (devam)
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Sekil 4.3 Colletotrichum lindemuthianum izolatlarina ait ISSR verisinin UPGMA
analizi ile olusturulan dendogram: (S: Samsun; Z: Zonguldak; K:
Kastamonu; T: Tokat, C: Cankir1; R: Rize; KR: Karabiik)
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4.2.2 Colletotrichum lindemuthianum’un populasyon yapisindaki genetik
farklhiiklarin iPBS yontemi ile incelenmesi

iPBS calismalarinda ise test edilen 27 primerden 4 adedinin C. lindemuthianum
populasyonlar1 arasindaki genetik farkliligi ortaya koymak i¢in faydali polimorfizm
sagladig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.3). Diger primerler izolatlar arasinda diisiik seviyede
polimorfizm saglamasi veya hi¢ PCR {irlini olusturmamasi nedeniyle elemine
edilmistir. Kullanilan 4 primer ile biyiikligi 0.35 ve 2.3 kb arasinda degisen 27 bant
elde edilmis olup bunlarin 18 (% 69)’i polimorfik olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.4).
Her primer basina diisen ortalama bant sayis1 ise 6.75 olup, primerler arasinda 4
(iPBS2077) ile 9 (iPBS2219) arasinda degismistir. Test edilen primerler arasinda
iPBS2399 en yiiksek polimorfizm yiizdesine (% 83.3) sahip primer olmustur. Her
primer i¢in ortalama polimorfizm bilgi igerigi (PIC) 0.192 olup, 0.06 (iPBS 2399) ile
0.36 (iPBS2077) arasinda degismistir.

Cizelge 4.3 Izolatlar arasindaki genetik polimorfizmi belirlemek amaciyla kullanilan
IPBS primerleri ve elde edilen veriler

iPBS Primer sekanslari (5°-3”) Ta G+C TB® PB PPB PIC
primerleri ) (%) (%) degeri
iIPBS2077 CTCACGATGCCA 55 58 4 3 750 0.36
iPBS2219 GAACTTATGCCGATACCA 53 44 9 4 444 0.14
iPBS2399  AAACTGGCAACGGCGCCA 52 61 6 5 833 0.06
iPBS2221 ACCTAGCTCACGATGCCA 57 55 8 6 750 021
Toplam 27 18

Ortalama 6.75 45 694 0.192

Ta, primerlerin annealing sicakligi; G+C, primerlerin guanin sitosin yilizdesi; TB;
toplam bant sayisi; PB, polimorfik bant sayisi; PPB, polimorfizm seviyesi; PIC, her
primer i¢in polimorfizm bilgi igerigi
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Sekil 4.4 C. lindemuthianum izolatlarinin iPBS primerleri ile elde edilen jel gorintiileri
(iPBS 2221 (a); iPBS 2399 (b); iPBS 2077 (c); iPBS 2219 (d) primeri (M:
Gene ruler 100 bp DNA ladder)

iPBS wverisi kullanilarak olusturulan dendogramda patojen izolatlar1 arasinda % 78
benzerlik ile iki ana cluster ortaya ¢ikmistir. Bununla birlikte ISSR analizinden elde
edilen dendogramdaki gruplanma ile karsilastirildiginda, gruplar igerisindeki izolatlarin
dagiliminda bazi farkliliklar gézlenmistir. Grup 1 % 82 benzerlikle 2 alt gruba ayrilmis
ve Rize bolgesinden elde edilen izolatlarin ISSR analizi ile elde edilen dendogramda
birinci gruba ait olan izolatlarla birlikte gruplandigi goriilmiistiir. Grup 2 ise yaklasik %
89 genetik benzerlikle 2 alt gruba ayrilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Colletotrichum lindemuthianum izolatlarina ait iPBS verisinin UPGMA
analizi ile olusturulan dendogrami (S: Samsun; Z: Zonguldak; K:
Kastamonu; T: Tokat, C: Cankir1; R: Rize; KR: Karabiik)
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4.2.3 Colletotrichum lindemuthianum’un populasyon yapisindaki genetik
farkhiiklarin iPBS ve ISSR yontemlerinin birlestirilerek incelenmesi

IPBS ve ISSR markerlerinin birlestirilmis verisi ile yapilan UPGMA analizi patojen
izolatlarin1 % 72 genetik benzerlikle iki ana gruba ayirmis ve her ana grubun iki alt grup
icerdigi goriilmiistiir (Sekil 4.6). Olusturulan kombine dendogramda gruplar igerisindeki
izolatlarin dagilimi iPBS’den daha ¢ok ISSR ile olusturulan dendograma benzerlik
gostermigstir. Elde edilen sonuglar izolatlarin cografik orijinleri ve dendogramdaki
gruplanmalart arasinda giiclii bir korelasyon oldugunu goéstermis ve ayni bolgeye ait

izolatlar farkli cografik bolgelerdeki izolatlara kiyasla daha yakin iligkili bulunmustur.

Grup I, ISSR analizi ile elde edilen dendogramdaki gibi Samsun izolatlarnin %
70.3’1inii ve 1 tane Tokat izolatin1 icermistir. S21 ve S25 izolatlarinin bu gruptaki diger
izolatlardan oldukga farkli oldugu goriilmiistiir. Grup II ise yaklasik % 87 benzerlik ile
iki alt gruba ayrilmistir. Rize bolgesinden elde edilen tiim izolatlar, diger bolgeleri
temsil eden izolatlardan ayr1 olarak gruplanmistir. Cluster analizlerinin uygunlugunu
test etmek igin benzerlik matrisi verileri MXCOPH algoritmasi kullanilarak
karsilastirilmis kofenetik korelasyon katsayilar1 ISSR ve iPBS i¢in sirasiyla 0.96 ve 0.87
olarak tespit edilmistir. Mantel testi ile kofenetik matriks degerlerinin karsilastiriimasi
ise dendogramlar arasinda gii¢lii bir dogrusal iliski (r= 0.73) oldugunu ve her ikKi
molekiiler markerin, C. lindemuthianum populasyonlar1 igindeki ve arasindaki

varyasyonu degerlendirmek i¢in gii¢lii birer yontem olduklarini géstermistir.
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Sekil 4.6 Colletotrichum lindemuthianum izolatlarinin iPBS ve ISSR verilerinin
kombine edilmesiyle olusturulan dendogrami ve structure analizi (S:
Samsun; Z: Zonguldak; K: Kastamonu; T: Tokat, C: Cankiri; R: Rize; KR:
Karabiik)
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Populasyon farkliliklan incelendiginde ise en yiiksek polimorfik lokus % 58.43 ile
Samsun populasyonunda goriiliirken, diger populasyonlarda % 12.36 (Karabiik) ile %
48.31 (Tokat) arasinda degismistir (Cizelge 4.4). Populasyonlardaki Nei’nin gen
farklilik (h) degerleri 0.046 (Karabiik) ve 0.217 (Samsun) arasinda goriliir iken,
Shannon indexi degerleri 0.069 ile 0.321 arasinda degismistir. Populasyonlardaki
toplam gen farkliliginin (Ht) 0.1654+0.023 oldugu, bu degerin % 59.4’niin (HSs:
0.098+0.009) populasyonlar igerisindeki farkliliklardan kaynaklandigi goriilmiistiir.
Benzer sekilde Gst indeksi de toplam genetik farkliligin 0.4’niin populasyonlar arasi
farkliliklardan kaynaklandigini gostermistir. Gen akist (Ny) degeri ise 0.748 olarak
tespit edilmis ve populasyonlar arasindaki gen akisinin diisilk seviyede oldugu
gozlenmistir. Populasyonlar arasindaki Fst degerleri ise 0.6046-0.0060 arasinda olup
Samsun ve Rize illeri ile diger iller arasindaki Fst degerleri istatiksel olarak (P<0.001)

onemli bulunmustur (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.4 Colletotrichum lindemuthianum’un populasyonlar1 arasindaki ve

icerisindeki genetik farkliligin dagilimi

Populasyonlar N* PL, % h I
Samsun 27 58.43 0.217+0.207 0.321+0.296
Tokat 6 48.31 0.138+0.145 0.221£0.232
Kastamonu 15 26.97 0.071£0.135 0.114£0.205
Cankir1 14 21.35 0.054+0.118 0.087+0.182
Zonguldak 14 29.21 0.073+0.136  0.118+0.205
Karabiik 4 12.36 0.046+0.124 0.069+0.186
Rize 11 28.09 0.091£0.159 0.140+0.236
Tiim populasyonlar Ht:0.165+0.023 Hs:0.098+0.009  Gst1:0.400 Nm:0.748

*N, izolat sayist; PL, % polimorfik lokus; h, Nei’nin gen farkliligi; I, Shannon index
degeri) (Ht: Toplam gen farkliligi; Hs: populasyonlar ig¢indeki gen farkliligi; Gsr:

Populasyonlar arasinda bulunan toplam gen farkliliginin orani, Ny: Gen akisi
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Cizelge 4.5 Colletotrichum lindemuthianum populasyonlari arasindaki Fst degerleri

Populasyonlar Samsun Tokat Kastamonu  Zongulda Cankir1 Karabiik

k
Tokat 0.2709
Kastamonu 0.4523* 0.0708
Zonguldak 0.4943* 0.1085 0.0086
Cankiri 0.4740* 0.0970 -0.0011 -0.0060
Karabiik 0.3947* 0.0332 0.0376 0.0111 0.0501
Rize 0.3974* 0.3675* 0.5718* 0.6046* 0.5577* 0.5126*

*Fst P<0.001

Nei’nin genetik uzakligi metodu ile olusturulan dendogramda ise tiim populasyonlar %
100 bootstrap degeri ile iki ana gruba ayrilmistir (Sekil 4.7). Samsun populasyonu diger
populasyonlardan ayri gruplanmistir. Tokat, Kastamonu, Zonguldak, Cankir1 ve
Karabiik populasyonlar1 0.028 genetik uzaklikla bir arada yer alirken, Rize populasyonu

0.12 genetik uzaklik ile ayr1 bir cluster olugturmustur.

Samsun

— Tokat

10 Kastamonu
99

g7 | Cankir1

85 74 Zonguldak

Karabik

Rize

_

2

Sekil 4.7 Nei’nin genetik uzakligi kullanilarak Colletotrichum lindemuthianum
izolatlarinin  cografik populasyonlari i¢in olusturulan dendogranmu
(Bootstrap analizi 1,000 permiitasyonlu ger¢eklestirilmistir)

STRUCTURE analizi de dendogramda olusan gruplanmaya benzer bir populasyon

dagilimi gostermistir (Sekil 4.6). En yiiksek AK degeri K=3’de (LnP(K) = -1102.9)

bulunmus olup 3 genetik grup belirlenmistir. Bu kapsamda elde edilen sonuglar
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izolatlarin cografik dagilimlan ile iligkili bulunmus olup, Grup I ¢ogunlukla Samsun
bolgesinden elde edilen izolatlardan olusurken, Rize’den elde edilen izolatlar Grup III
icerisinde yer almistir. Diger bolgelerden elde edilen 60 izolat ise Grup II igerisinde
dagilim gostermistir. AMOVA analizi de bolgeler arasinda olduk¢a 6nemli farkliliklarin
oldugunu ve toplam genetik varyasyonun % 41.3’iiniin bolgeler arasindaki
farkliliklardan kaynaklandigini gostermistir (Cizelge 4.6). Bu kapsamda tespit edilen
varyasyonun % 58.7’nin izolatlar arasindaki farkliliklardan kaynaklandigi tespit

edilmistir.

Cizelge 4.6 Colletotrichum lindemuthianum populasyonlarina ait molekiiler varyans
analizi (AMOVA)

Varyasyon Serbestlik  Kareler ~ Varyans  Varyasyon  Fst P-value”
kaynaklari derecesi toplam1  igerikleri  yiizdesi (%)

Populasyonlar aras1 6 328.888 3.919 41.29

Populasyonlar igi 85 473.492 5.570 58.70 0.412 <0.0000
Toplam 91 802.380 9.489

4.3 Ulkemizdeki Bazi Onemli Fasulye Genotip ve Cesitlerinin Hastahk Etmenine
Kars1 Reaksiyonlariin Belirlenmesi

Caligma kapsaminda iilkemizde yaygin olarak yetistirilen bazi fasulye cesitleri ile
onceki ¢alismada morfolojik 6zellikler agisindan timitvar oldugu belirlenen bazi fasulye
genotiplerinin etmene (S27 nolu izolat) karsi reaksiyonlari belirlenmistir. Patojenisite
testi sonucunda etmenin test edilen tiim fasulyelerde yiiksek derecede patojen oldugu ve
tipik antraknoz simptomlarina neden oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.8). Fasulye gesitleri
arasinda hastalik siddeti degerleri 1.1-8.1, fasulye genotipleri arasinda 1.5-9.0 arasinda
degismistir (Cizelge 4.7; Cizelge 4.8). Fasulye ¢esitleri igerisinde Sazova, Akdag,
Ziilbiye, Akin, Onceler, Karacasehir ve Buse oturak hastaliga kars1 dayanikli reaksiyon
gosterirken, diger tiim gesitlerin hassas reaksiyon gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.9).
Genotipler icerisinde ise AYD-2, YLV-31, BRS-4, ISPT-4, YLV-14, BRS-23 dayanikli
olarak degerlendirilirken diger tiim genotiplerin hassas reaksiyon gosterdigi

gorilmiistiir (Cizelge 4.8).
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Sekil 4.8 Patojenisite sonucunda Colletotrichum lindemuthianum’un fasulye bitkisinin
yaprak ist yiizeyi, alt ylizeyi ve govdesinde neden oldugu tipik antraknoz
simptomlar1

Sekil 4.9 Dayanikli ve hassas fasulye gesitleri arasindaki reaksiyon farki (dayanikli;
Ziilbiye, hassas; Yakutiye (a), dayanikli; Sazova, hassas; Boncuk (b)
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Cizelge 4.7 Patojenisite ¢alismalarina dahil edilen fasulye ¢esitlerinin patojen izolatina
kars1 reaksiyonlari

No | Cesit ismi Tiir Skala degeri | Reaksiyon
1 Seher yildiz1 Taze 7.1 Hassas

2 Zeynebim Taze 7.0 Hassas

3 Karabacak Taze 7.0 Hassas

4 40 giinliik Taze 6.9 Hassas

5 Fransiz Taze 7.5 Hassas

6 Boncuk Taze 7.0 Hassas

7 Sazova Taze 1.0 Dayanikli
8 Magnum Taze 6.7 Hassas

9 Java Taze 7.0 Hassas
10 |Asya Taze 7.8 Hassas
11 |Sofia Taze 3.7 Hassas
12 |Volare Taze 7.3 Hassas
13 |Gina Taze 7.5 Hassas
14 | Ozayse Taze 6.4 Hassas
15 |Yalova5 Taze 6.5 Hassas
16 |Yalova 17 Taze 5.0 Hassas
17 |Perolar Taze 6.7 Hassas
18 |Sarikiz Taze 7.7 Hassas
19 | Gelincik Taze 8.1 Hassas
20 | Hanimteni Taze 7.9 Hassas
21 | Tavil Taze 4.8 Hassas
22 | Miray Taze 7.9 Hassas
23 | Nazende Taze 7.4 Hassas
24 | Mina Taze 7.8 Hassas
25 |Buse Oturak Barbunya 2.8 Dayanikli
26 | Selim Barbunya 5.3 Hassas
27 | Sembol Barbunya 3.3 Hassas
28 |Belinay Sirik Barbunya 5.9 Hassas
29 |Klas Barbunya 6.9 Hassas
30 | Sirik barbunya Barbunya 4.7 Hassas

31 |Akdag Kuru 3.0 Dayanikl
32 | Ziilbiye Kuru 2.3 Dayanikli
33 |Akin Kuru 1.0 Dayanikl
34 | Onceler Kuru 2.2 Dayanikli
35 |Karacagehir 90 Kuru 1.8 Dayanikl
36 | GOyniik 98 Kuru 6.6 Hassas
37 | Bulduk Kuru 6.6 Hassas
38 |Mecidiye Kuru 5.8 Hassas
39 |Aras Kuru 6.3 Hassas
40 |Yakutiye Kuru 8.1 Hassas
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Cizelge 4.8 Patojenisite caligmalarina dahil

izolatina kars1 reaksiyonlari

edilen fasulye genotiplerinin patojen

No |Fasulye Genotopi | Elde edildigi Sehir |Skala degeri | Reaksiyon
1 ISPT-6 Isparta 8.3 Hassas

2 MGL-4 Mugla 9 Hassas

3 KTH-26 Kiitahya 8.3 Hassas

4 CNK-8 Canakkale 9 Hassas

5 BRS-21 Bursa 9 Hassas

6 MNS-5 Manisa 7.3 Hassas

7 BLCK-7 Bilecik 7.3 Hassas

8 ISPT-3 Isparta 7.3 Hassas

9 AYD-2 Aydin 2.3 Dayanikli
10 |AYD-1 Aydin 9 Hassas

11 |DNZL-9 Denizli 9 Hassas
12 |MGL-30 Mugla 9 Hassas

13 |ANT-31 Antalya 9 Hassas

14 |KTH-27 Kiitahya 7.5 Hassas

15 |BRD-25 Burdur 6.8 Hassas
16 |DZC-2 Diizce 4.3 Hassas

17 |CNK-2 Canakkale 9 Hassas

18 | CNK-6 Canakkale 9 Hassas

19 |USK-1 Usak 9 Hassas
20 |BLKSR-14 Balikesir 9 Hassas

21 |BRS-3 Bursa 9 Hassas
22 |BLKSR-3 Balikesir 9 Hassas
23 | YLV-32 Yalova 8.3 Hassas

24 |DNZL-3 Denizli 35 Hassas
25 |1ZM-4 [zmir 6.7 Hassas

26 |BLKSR-19 Balikesir 9 Hassas

27 |CNK-4 Canakkale 7 Hassas

28 |YLV-31 Yalova 3 Dayanikli
29 |ANT-22 Antalya 7.8 Hassas
30 |BRS-4 Bursa 1.8 Dayanikli
31 |ISPT-4 Isparta 2.8 Dayanikl
32 |BRS-24 Bursa 9 Hassas

33 |KTH-17 Kiitahya 8.5 Hassas

34 |1ZM-2 Izmir 8.3 Hassas

35 |BRS-22 Bursa 5.7 Hassas
36 |YLV-14 Yalova 1.5 Dayanikli
37 |YLV28 Yalova 9 Hassas

38 |DZC-3 Diizce 7.9 Hassas

39 |BRS-23 Bursa 1.6 Dayanikli
40 |BRD-2 Burdur 9 Hassas
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4.4 Ulkemizdeki Bazi Fasulye Genotiplerindeki Dayamkhlik Kaynaklarmmn
Marker Destekli Seleksiyon (MAS) ile Belirlenmesi

Colletotrichum lindemuthianum’un neden oldugu antraknoz hastaligina karsi fasulye
genotiplerinde  dayaniklilik saglayan gen lokuslarmin molekiiler markerlerle
belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismalarda 693 fasulye genotipinden DNA ekstraksiyonu
yapilmis ve dayaniklilikla iliskili Co genleri 12 farkli primer ile incelenmistir. Yapilan
PCR caligmalar1 sonucunda test edilen tiim primerlerden beklenilen biiyiikliikte PCR

tiriinleri elde edilmistir.

Co-1° lokusu ile iligkili OPA18 primeri ile 1500 bp biiyiikligiinde bir band amplifiye
edilmis ve 602 fasulye genotipinde tespit edilerek, Tiirkiye’deki fasulye genotiplerinde
en fazla bulunan gen lokusu oldugu gorilmiistiir (Cizelge 4.9; Sekil 4.10). Co-4 lokusu
ile iliskili olan SCO8 primeri ise orneklerden 910 bp biiyiikliigiinde triin gogaltmis ve
470 fasulye genotipinde bulunarak, varligi en fazla tespit edilen ikinci dayaniklilik geni
olmustur. Co-6 geni ile iliskili bir SCAR marker olan SZ04 ise 414 fasulye
genotipinden 567 bp biiyiikliigiinde bir bandin ¢ogalmasini saglamistir. Co-11 lokusu ile
iliskili olan OPAZ04 hassas fasulye genotiplerinden 565 bp DNA fragmenti ¢ogaltirken,
Co-1 geni ile iligkili OPF10 primeri 530 bp biiyiikligiinde iiriin amplifiye etmistir (Sekil
4.10; Sekil 4.11). Co-1* lokusu ile iliskili olan STS marker1 TGA1 primeri ise 300
fasulye genotipinden 570 bp PCR firlinii ¢ogaltmistir (Sekil 4.11). SCAR marker olan
ve Co-10 lokusunun tespitine olanak saglayan SF10 primeri ise 6rneklerden 1072 bp
biiyiikliigiinde bir bandi ¢ogaltmig ve 130 genotipte var oldugu tespit edilmistir. Co-13
lokusu ile iligkili RAPD marker1 olan OPV20 primeri ise Orneklerden 680 bp
biiyiikliigiinde amplifikasyon iirlinliniin olusmasinit saglamis ve 113 fasulye genotipinin
bu geni tasidign gorilmiistir (Sekil 4. 11). Mesoamerican gen havuzuna ait Co-4°
lokusu ile iligkili olan SBB14 marker: ise 21 fasulye genotipinde 1150 bp amplifikasyon
iriinii ¢ogaltmistir (Sekil 4.12). Co-2 lokusu ile iligkili bir marker olan SCAreoli
primerinin PCR iiriinlerinin Dral enzimi ile kesimi sonucu, test edilen tim genotipler
arasinda 3 genotipte 1000 bp biiyiikliiginde PCR iiriinii elde edilmistir. Co-3% lokusu ile
iliskili olan SB12 primeri ise 350 bp biiyiikliiglinde band c¢ogaltmis ve 693 genotip

icerisinde sadece 2 genotipte varligi tespit edilmistir. SCAR marker olan ve Co-5
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lokusunun tespitine olanak saglayan SAB3 primeri ise sadece referans 6rnek TU’dan

400 bp biiyiikliigiinde bir bandin ¢ogalmasini saglamistir.
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Sekil 4.10 Marker destekli seleksiyon yontemiyle OPA18, SCO08, SZ04 ve OPAZ04
primer amplifikasyonlar1 sonucu elde edilen jel gorintiileri (OPA18/1500
bp, +: Cornell 49242; -: Widusa (a); SC08/910 bp, +: Quero negro; -: TO
(b); SZ04/567 bp, +: Michelite; -: AB136 (c); OPAZ04/565 bp, +: MDRK; -
: Michelite (d) (M: GeneRuler 100 bp DNA ladder (Thermo Scientific)
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Sekil 4.11 Marker destekli seleksiyon yontemiyle OPF10, TGA1, SF10 ve OPV20
primer amplifikasyonlar1 sonucu elde edilen jel gorintiileri (OPF10/530 bp,
+: Michelite; -: Cornell 49242) (a); TGA1/570 bp +: MDRK; -: Quero negro
(b); SF10/1072 bp +: Quero negro; -: MDRK (c); OPV20/680 bp (+:Cornell
49242; -: MDRK (d) (M: GeneRuler 100 bp DNA ladder (Thermo
Scientific)
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Sekil 4.12 Marker destekli seleksiyon yontemiyle SBB14, SCAreoli, SB12 ve SAB3
primer amplifikasyonlar1 sonucu elde edilen jel goriintiileri (SBB14/1150-
1050 bp +: Quero negro; -: Usp-Ant-1 (a); SCAreoli/1000 bp +: Cornell
49242; -: TO (b); SB12/350 bp +: P1 207262; -: Michelite (c); SAB3/400 bp
+: TU; -: TO (d) (M: GeneRuler 100 bp DNA ladder (Thermo Scientific)
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Cizelge 4.9 Marker taramasinda beklenilen PCR {iriinlerini veren fasulye genotiplerinin

dagilim1
Primer Gen Beklenilen PCR Dayamkhilik Test edilen
lokusu iiriiniinii veren fasulye gen sayisl genotip sayisi
genotip adedi
OPA18 Co-1° 91 602 693
SC08 Co-4 470 470 693
SZ04 Co-6 414 414 693
OPF10 Co-1 294 399 693
OPAZ04 Co-11 372 321 693
TGAL.1 Co-1* 300 300 693
SF10 Co-10 130 130 693
OPV20 Co-13 113 113 693
SBB14 Co-4° 21 21 693
SCAreoli  Co-2 3 3 693
SB12 Co-3° 2 2 693
SAB3 Co-5 0 0 693

Fasulye genotipleri genel olarak degerlendirildiginde en fazla bulunan dayaniklilik
genlerinin sirasiyla Co-1°, Co-4, Co-6, Co-1, Co-11, Co-1*, Co0-10, Co-13 oldugu
belirlenmistir. Co-4%, Co-2 ve Co-3 genlerinin ise oldukg¢a az sayida érnekte bulundugu
tespit edilmistir. Co-5 geni ise test edilen genotiplerde bulunamamistir. Ayrica tim
fasulye genotiplerinin 1 ile 7 arasinda degisen sayilarda Co lokusu tasidigi tespit
edilmistir (Sekil 4.13). Genotiplerin biiyiik cogunlugu (%27) 5 adet gene sahipken, 166
genotip (%24) 3 gen, 127 genotip (%18) 4 gen barindirmaktadir. 17 genotip sadece 1
dayaniklilik geni tasirken, 19 genotipin 7 adet Co lokusuna sahip oldugu belirlenmistir.
Ayrica hastaliga kars1 dayanikli reaksiyon gosteren AYD-2, YLV-31, BRS-4, BRS-23,
ISPT-4 ve YLV-14 genotiplerinin Co-1, Co-1°, Co-4, Co-6, Co-10, Co-11 ve Co-13
genlerini igeren farkli kombinasyonlar tagidigi goriilmiistiir. Bu genotiplerin basta Co-
11 dayaniklilik geni olmak iizere en fazla Co-6 ve Co-1° genlerini tasidiklari

belirlenmistir.
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B 1 dayaniklilik geni
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4 dayaniklilik geni
W 5 dayanikhlik geni
B 6 dayaniklilik geni
B 7 dayanikhlik geni

Sekil 4.13 Farkli illerden elde edilen fasulye genotiplerinin tasidigi Co dayaniklilik
genlerinini dagilimi

45 Patojen Genotiplerine Bagh Olarak  Bitkideki Dayamklilk Gen
Ekspresyonlarindaki Degisimlerin Incelenmesi

Patojen genotiplerine bagli olarak bitkideki dayamiklilik ile iliskili bazi gen
ekspresyonlarindaki degisimlerin incelenmesi amaciyla ISSR ve iPBS c¢aligmalari
sonucunda farkli genotipleri temsil eden S27 ve Z10 patojen izolatlar1 kullanilmistr.
Patojenisite ¢aligmalarinda belirtildigi gibi trifoliate yapraklar ¢ikana kadar yetistirilen
Gina fasulye ¢esidine inokulasyon yapilmis ve inokulasyondan 0, 24, 48, 72 ve 96
saatlerde 6rnekler alinarak RNA izolasyonlar1 gergeklestirilmistir (Sekil 4.14).
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28S rRNA
185 rRNA

Sekil 4.14 izole edilen RNA’larin bleach agaroz jel gériintiisii (M: marker 100 bp
ladder)

Calisma kapsaminda actin geni referans gen (housekeeping gen) olarak kullanilmis ve
fasulyede dayaniklilik ile iliskili PR1, PR2, PR3, PAL, GST, LOX ve POD gen
ekspresyonlarindaki farkliliklar incelenmistir. Yapilan PCR c¢alismalarinda tiim
primerler tek bir spesifik rliniinlin ¢ogalmasini saglamistir. Ayrica PCR
amplifikasyonundan sonra elde edilen iirlinlin hedef DNA’ ya ait olup olmadigini
kontrol etmek ve baska PCR iiriinii ya da primer dimerlerinin bulunup bulunmadiginm
tespit etmek i¢in erime egrisi (melting curve) analizi gerceklestirilmistir. Analiz
sonucunda hedef gen hari¢c herhangi bir PCR iiriiniin ya da primer dimerinin
bulunmadig tespit edilmistir. Bu kapsamda yapilan erime egrisi analizlerinde actin
geninin 80.34 °C’de erime piki olusturdugu goézlemlenmistir. PR1, PR2 ve PR3
genlerinin erime piki degerleri sirasiyla 79.26, 79.19, 75.10 °C oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.15). Diger GST, LOX, PAL, POD genlerine ait erime piki degerleri ise 80.1,
78.01, 80.81 ve 81.16 °C olarak belirlenmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.15 Fasulye bitkisindeki actin, PR1, PR2 ve PR3 genlerine ait erime egrisi

(melting curve) analizleri (a, actin geni erime sicakligi 80.34°C; b, PR1 geni
erime sicakligi 79.26°C; ¢, PR2 geni erime sicakligi 79.19°C; d, PR3 geni
erime sicakligi 75.10°C)
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Sekil 4.16 Fasulye bitkisindeki GST , LOX, PAL ve POD dayaniklilik genlerine ait
erime egrisi (melting curve) analizleri (&, GST geni erime sicakligi 80.10°C;
b, LOX geni erime sicakligi 78.01°C; ¢, PAL geni erime sicakligi 80.81°C;
d, POD geni erime sicakligi 81.16°C)



Fasulye bitkisindeki savunmayla iliskili farkli dayaniklilik genlerinin ekspresyonundaki
degisiklikler incelendiginde gerek izolatlar gerekse de farkli zaman araliklarindaki gen
ifadelerinde istatiksel olarak farkliliklarin bulundugu gézlemlenmistir (Sekil 4.17; Sekil
4.18). Bitkilerde patojen enfeksiyonuna karsi dayaniklilikta rol oynayan 6énemli bir gen
olan PR1 gen ifadesindeki degisim incelendiginde tiim zaman noktalarinda izolatlar
arasinda istatiksel olarak 6nemli farkliliklarin bulundugu goriilmistiir. Her iki izolata
kars1 gen ifadesinin 24. saatten baslayarak hizli bir artig gostermis ve 96. saatte yaklasik
10 katlik bir artisin oldugu goézlemlenmistir. Bu kapsamda Z10 izolatina karsi gen
ifadesindeki artis daha yliksek seyrederken 96. saatte diger izolata karsi artisin daha
yiiksek seviyede oldugu goriilmiistiir.

Bitkilerde hastaliklara karsi dayamiklilikla iligkili B-1-3 endoglucanase enzim
aktivitesinde rol oynayan PR2 gen ifadesi de zamana bagli olarak yiiksek seviyede bir
artis gostermistir. Farkli izolatlar arasinda 48 ve 72. saatlerdeki gen ifadelerinde
istatistiksel olarak farklilik gozlemlenmekle beraber Z10 izolatina karsi bu gen
ifadesindeki degisimin daha yiiksek seviyede oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.17; Sekil
4.18).

Kitinase enzim aktivitesinde rol oynayan PR3 gen ifadesinde ise kontrole gére zaman
icerisinde bir azalisin oldugu goriilmiistiir. Bu gen ifadesinde zaman icerinde degisken
bir egilim goriilmekle beraber izolatlar arasinda 48 ve 96. saatlerdeki gen ifadelerinde

onemli farkliliklarin bulundugu gozlenmistir (Sekil 4.17; Sekil 4.18).

Savunma ile iliskili bilesiklerin sentezinde rol oynayan PAL (Phenylalanine Ammonia-
lyase) aktivitesindeki degisimler incelendiginde 24, 72 ve 96. saatlerdeki fark anlaml
bulunmustur. Ozellikle 48. saate kadar kontrole gdre belirgin bir farklilik gériilmeyen
bu gen ifadesi 72. saatte hizla artmaya baslamis ve 96. saatte 5-6 kathik bir artis
goriilmiistiir. Bu kapsamda yine Z10 izolatina karsi bu artisin daha yiiksek seviyelerde

seyrettigi gozlemlenmistir (Sekil 4.17; Sekil 4.18).
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Sekil 4.17 C. lindemuthianum’un farkli genotip gruplarini temsil eden patojen
izolatlarma karsi PR1, PR2, PR3, PAL, GST, LOX ve POD gen
ifadelerindeki degisim

*Ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak (LSD, P=0.05) 6nemlidir
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Bitkilerde H,O, birikiminde etkili bir gen olan GST (Glutathione S-transferase)
degisimi incelendiginde izolatlar arasinda tiim zaman noktalarinda 6nemli farkliliklarin
bulundugu goriilmiistiir. Z10 izolatina kars1 24. saatten itibaren bu gen ifadesinde 1.60-
2.88 katlik belirli bir seviyede artis olur iken diger izolata karsi bu gen ifadesinin
baslangicta onemli seviyede diistiigli daha sonrasinda artarak 96. saatte 4.27 kat ile en

yiiksek seviyeye ulastig1 gortilmiistiir (Sekil 4.17; Sekil 4.18).

Lipoksigenaz (LOX) gen ifadesinde patojen enfeksiyionuna karsi degisken bir tablo
gbzlenmis ve 24 ile 48 saattlerde izolatlar arasinda 6nemli farkliligin bulundugu tespit
edilmistir. Z10 izolatina kars1 kontrole gére 24 (-3.9 kat) ve 96. (-3.72 kat) saatlerde
belirgin bir azalig goriilirken diger saatler kontrolle ayni seviyede kalmistir. Diger
izolatta ise 48 (-3.87 kat) ve 96. (-2.4 kat) saatlerde kontrole gore bir azalis s6z konusu
olmustur (Sekil 4.17; Sekil 4.18).

POD (Peroxidase) gen ifadesinde ise zamana bagli olarak belirgin bir azalig goriilmekle
beraber 24. saatteki fark istatistiksel olarak onemli bulunmustur. Z10 izolat1 ile
enfekteli 6rneklerde 96. saate kadar kontrol ile belirgin bir fark goriilmezken, 96. saatte
yaklasik 2 kat seviyesinde azalis goriilmiistiir. Diger izolatta ise bu azalis 24. saatte
baslamig daha sonra bir miktar artis egilimi izlemistir. Ancak 96. saatte yine belirgin bir
azalis gostermistir (Sekil 4.17; Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 C. lindemuthianum’un farkli genotip gruplarmi temsil eden patojen
izolatlarina kars1 PR1, PR2, PR3, PAL, GST, LOX ve POD gen

ifadelerindeki zamansal degisimi gdsteren 1s1 tablosu (heatmap)

710-24s
710-48s
Z10-72s
710-96s
S27-24s
S27-48s
S27-72s
S27-96s

Mavi renk referans gene (actin) gore ilgilenilen genin daha diisiik seviyede eksprese oldugunu, sar1 renk
daha yliksek seviyede eksprese oldugunu ifade etmektedir
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4.6 Colletotrichum lindemuthianum’a  Karst Dayamkhhk Mekanizmasinin
Uyarilmasinda Farkh Kimyasal Uyaricilarin Gen Ekspresyonlar1 Uzerindeki
Etkisinin Real Time PCR ile Incelenmesi

C. lindemuthianum’un neden oldugu hastalik gelisiminin engellenmesi ve bitkideki
dayaniklilik genlerinin uyarilmasi i¢cin BTH, silisyum ve MeJA uygulamalarinin etkisi
in vivo kosullarda arastirilmistir. inokulasyondan 48 saat dnce yapilan farkli aktivator
uygulamalar1 sonucunda fasulye bitkisindeki hastalik indeks oranlar1 arasinda

istatistiksel olarak (P<0.5) 6nemli farkliliklarin bulundugu gézlemlenmistir (Sekil 4.19).

Patojen KN | 2
Patojen-+Si | e b
Patojen+BTH |
Patojen-+MeJa | e
sikN [ d
BTH KN [ d
Meja KN [A
Saghkl KN [N

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Hastahk indeksi

Sekil 4.19 Inokulasyondan o6nce uygulanan farkli dayanikhilik uyaricilarmin C.
lindemuthianum’un neden oldugu hastalik gelisimi {izerine etkileri

(Ayn1 harfi alan hastalik indeks ortalamalar arasindaki fark istatistiksel (P<0.5) olarak 6nemli degildir)

Kontrol olarak kullanilan Gina fasulye bitkileri hastalifa kars1 yliksek derecede hassas
olup hastalik indeksi 8.954+0.05 olarak tespit edilmistir. Silisyum ve MelJA
uygulamalarinin hastalik gelisimi {izerinde benzer derecelerde etkili oldugu (Sekil 4.20;
Sekil 4.21) gorilmiis olup hastalik indeks degerleri sirasiyla 8.46+0.13 ve 8.45+0.11

olarak bulunmustur.
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Sekil 4.20 Silisyum uygulamasi yapilan fasulye bitkilerinde C. lindemuthianum’un
neden oldugu hastalik geligimi

(a; saglikl bitki, b; enfekteli bitki)

Sekil 4.21 MeJA uygulamasinin (soldan saga dogru MeJA+patojen, sadece MelJA,
sadece patojen) hastalik gelisimini engelleyici etkisi
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Degerlendirilen aktivatorler arasinda en yliksek etki ise BTH uygulamasi ile saglanmig
olup hastalik indeksi 5.06+0.06 olarak tespit edilmistir. Genel olarak
degerlendirildiginde BTH uygulamasinin fasulye bitkilerinde lezyon gelisimi ve
sayisinda Onemli bir azalmaya sebep oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.22).
Aktivatorlerin tek basina uygulanmasmin ise kontrol bitkileri ile kiyaslandiginda

herhangi bir olumsuz etkiye neden olmadig1 goriilmiistiir.

Sekil 4.22 BTH uygulamasinin (soldan saga dogru BTH+patojen, sadece BTH, sadece
patojen) hastalik gelisimini engelleyici etkisi

BTH, silisyum ve jasmonik asitin fasulyedeki dayaniklilik ile iligkili PR1, PR2, PR3,
PAL, GST, LOX ve POD gen ifadeleri tizerindeki etkisinin tespiti i¢in Boliim 4.5’de
oldugu gibi referans gen olarak actin geni kullanilmis ve tiim bitki aktivatorlerinin
dayaniklilik ile iligkili gen transkriptlerinde bazi farkliliklara neden oldugu tespit
edilmistir. Ayrica yapilan erime egrisi analizlerinde herhangi bir primer dimer
olusumuna rastlanmamisg, tiim primerlerden tek bir PCR {irlinii elde edilmistir (Sekil

4.23).

79



an
ug -
uz
- g
H i
LR 5.“
T E.x
- 14
s
1 A
K008 AN KNCAN RN RNCEROCAN DA KM I OIN I 2N SN MM BN XN DN MM DN NN NN N &%
: o %
s
g
2
s
b H
T $
¥ i
T 14
u
=
BN OGN RN XN AN RN MW DN WK 6K Ku 1NN AN 2N SN UM NN XN DN XN LN XN BN X &N
‘e e
b
|14 19
bh7 ] b
'
£ }Zﬂ
N {
L] § o
U .
LR 150
™ 1 il
uuuuwvxmtauu 146 4% 0N 33 AN AN NN DN NN NN XK RN QN &
(Rt
[
uy o
1
L 1
su §
L} g‘.ﬂ
um i
™
w
s uxm
uuuumuumu IS0 IR 0N SN UM LN XE DB XN IN XN RN CF 6X
e
d

Sekil 4.23 Fasulye c¢esitlerindeki farkli dayaniklilik genlerine ait melting curve
analizleri ve amplifikasyon curveleri (a: actin, b: PR1, c: PR2, d: PR3)
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Sekil 4.23 Fasulye c¢esitlerindeki farkli dayaniklilik genlerine ait melting curve
analizleri ve amplifikasyon curveleri (e: GST, f: LOX, g: PAL, h: POD)
(devam)
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BTH uygulamasinin dayaniklilik genlerine etkisi incelendiginde, PR1 gen ifadesinin
tim zaman araliklarinda sadece patojen verilen kontrollere gore onemli farkliliklar
gosterdigi gozlenmistir (Sekil 4.24; Sekil 4.25). Uygulamadan 24 saat sonra PR1 gen
ifadesi hizl1 bir sekilde artarak 6.48 kata ulasmistir. Daha sonrasinda azalarak devam
etmis ve diger saatlerde 2.02-3.53 arasinda degisim gostermistir. BTH+patojen
uygulamasi ise PR1 gen ifadesinde zamanla azalan bir egilime neden olmus ve
transkript seviyesi 3.54 ile 1.41 arasinda degismistir. Sadece patojen uygulanan
bitkilerde ise PR1 gen ifadesinin kademeli olarak arttigi ve 96. saatte en yiiksek
seviyeye ulastig1 tespit edilmistir. Genel olarak ele alindiginda BTH uygulamasinin

erken donemde hizli sekilde PR1 gen expressiyonunu arttirdigi belirlenmistir.

PR2 gen ifadesi ise 24. saatte BTH uygulamasinda 5.82 kat, BTH+patojen
uygulamasinda 7.22 kat artarak tiim zamanlar icerisinde en yiiksek seviyede oldugu
gozlenmistir. Sadece patojen uygulanan Kkontrol bitkilerinde ise PR2 geninin
enfeksiyonun baglangicindan itibaren zamanla artis gostererek 96. saatte 14.24 kata
ulastig1 tespit edilmistir (Sekil 4.24; Sekil 4.25). Kitinaz enzim aktivitesiyle iliskili PR3
gen transkriptinde ise kontrol dahil tiim uygulamalarda azalis oldugu gorilmiistiir.
Uygulamalar arasinda tiim zaman araliklarinda en yiiksek azaliy BTH+patojen

uygulamasinda olmus ve diger uygulamalardan istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.

Dayaniklilik ile iligkili PAL gen ifadesi ise 24. saatte tiim kombinasyonlarda ¢ok diisiik
seviyede eksprese olmus ve kombinasyonlar arasinda 6nemli bir fark olusturmamistir.
Ancak 48 ve 72. saatlerde kontrole gore diger uygulamalarda PAL gen ifadesinin
azaldig1 gorilmiis, 96. saatte tekrar arttigi gozlenmistir (Sekil 4.24; Sekil 4.25). BTH
uygulamasinda GST gen ifadeleri incelendiginde ise patojen+BTH uygulamasinin 24.
saatte kontrole yakin olmasina ragmen diger zaman araliklarinda onemli seviyede
azaldig1 goriilmiistiir. Sadece BTH uygulanan Orneklerde ise baslangicta kontrolden
daha yiiksek bir ekspresyon goriilmesine ragmen zamanla azalan bir egilim tespit
edilmistir. Sadece patojen uygulanan bitkilerde ise GST gen ifadesinin zamanla artarak

96. saatte 2.88 kata ulastig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.24 BTH, Patojen+BTH ve sadece patojen (Kontrol) uygulanan bitkilerde PR1,
PR2, PR3, PAL, GST, LOX ve POD gen ifadelerindeki degisim grafigi
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LOX gen ifadesi ise BTH ve BTH+patojen uygulanan tiim bitkilerde 24. saatten itibaren
azalis gostermis ve uygulamalar arasinda 72. saat haricinde énemli bir fark olmadig
tespit edilmistir. Sadece patojen uygulanan bitkilerde ise LOX gen ifadesi degisken bir
tablo ¢izmis ve diger uygulamalardan istatistiksel olarak farkli bulunmustur (Sekil 4.24;
Sekil 4.25). POD gen transkripti ise sadece BTH uygulanan bitkilerde 24. saatte 2.12
katlik bir azalis gostermis daha sonrasinda 72. saate kadar yiikselerek 0.88 kat arttigi
goriilmistiir. Patojen+BTH uygulanan bitkilerde ise 2.57 ile 2.44 arasinda degisen
miktarlarda azalis gdstermistir. Sadece patojen uygulanan bitkilerde ise artip azalan bir
egilim gorilmiis ve 96. saatte 1.97 kat azalarak BTH-+patojen uygulamasindaki bitkilere

benzer sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 4.25 BTH uygulamasinin C. lindemuthianum enfeksiyonuna karsi dayaniklilikla
iliskili PR1, PR2, PR3, PAL, GST, LOX ve POD gen ifadelerindeki
zamansal degisimine etkisini gosteren 1s1 tablosu (heatmap)

Mavi renk referans gene (actin) gore ilgilenilen genin daha disiik seviyede eksprese oldugunu, sari renk
daha yiiksek seviyede eksprese oldugunu ifade etmektedir
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Silisyum uygulamasmin C. lindemuthianum’a kars1 dayaniklilikta rol oynayan genlere
etkisi incelendiginde ise gerek uygulamalar gerekse de zamanlar arasinda gen
ifadelerinde istatistiksel olarak farkliliklarin bulundugu gézlenmistir (Sekil 4.26; Sekil
4.27). Sadece silisyum uygulanan bitkilerde PR1 gen ifadesi hizli bir sekilde artis
gostermis ve 24. saatte 8.01 olan artis miktari, 96. saatte azalarak 5.84 olarak
belirlenmistir. Patojen+Si uygulamasi da PR1 gen ifadesinin 24. saatte hizli bir sekilde
artisina yol agtiktan sonra stabil kalarak 5.44-5.74 arasinda degisen artis oranlari
gostermistir. Sadece patojen uygulanan kontrol bitkilerde ise PR1 gen ifadesinde 24.
saatte 2.77 Kkatlik bir artis meydana gelmis ve bu artis diger zaman araliklarinda da
artarak 96. saatte 9.32 kat ile en yiiksek seviyeye ulagmustir.

PR2 gen transkriptleri incelendiginde ise sadece silisyum uygulanan bitkilerde en
yiksek artis 7.35 kat ile 72. saatte gozlenmistir (Sekil 4.26; Sekil 4.27). Patojen+Si
uygulanan bitkilerde ise PR2 gen ifadesi 7.55-10.93 kat artarak zamanla kademeli
olarak yiikselmistir. Sadece patojen uygulanan bitkilerdeki PR2 gen ifadesi baslangigta
diger uygulamalardan daha diisiik seviyede kalmasma ragmen hizli bir sekilde artis

gostererek 96. saatte 14.24 kat artmig ve en yiiksek seviyeye ulagmistir.

PR3 gen ifadesi incelendiginde ise sadece Si uygulanan bitkilerde 24. saatte 0.52 katlik
bir artis gostermis daha sonrasinda azalan bir grafik ¢izdigi goriilmiistiir. Patojen+Si
uygulanan bitkilerde PR3 gen ekspresyonunun sadece 48. saatte 0.97 katlik bir artig
gosterdigi daha sonrasinda hizla diiserek 3.14 kat azaldigi tespit edilmistir. Sadece
patojen uygulanan bitkilerde ise 0.01 ile -2.47 kat araliginda genel bir azalis
goriilmistiir (Sekil 4.26; Sekil 4.27).

PAL gen transkriptinde ise tiim kombinasyon ve zamanlarda artis gdzlenmistir. Bu
kapsamda sadece Si uygulanan bitkilerde 48. saatte 1.39 kat artarak en yiiksek seviyeye
ulasirken, patojen+Si uygulanan bitkilerde 96. saatte 3.71 kat artarak en yiiksek
seviyeye ulasmistir. Sadece patojen uygulanan bitkilerde ise PAL gen ifadesi 72. saatte
hizli bir yiikselise gegmis ve 96. saatte 6.81 kat arttigi gortilmistiir (Sekil 4.26; Sekil
4.27).
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GST gen ifadesi degerlendirildiginde sadece Si uygulanan bitkilerde 72. saate kadar artig
goriilmesine ragmen 96. saatte ani bir diisis gézlemlenmistir. Patojen+Si uygulanan
bitkilerdeki GST gen ifadesi de enfeksiyonun baslangicindan itibaren hizli bir yiikselis
gostermis ve 72. saatte 5.07 kat artmistir. Sadece patojen uygulanan bitkilerde ise GST
gen transkriptinin kademeli olarak arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.26; Sekil 4.27).

Uygulamalar arasinda LOX gen ifadesi incelendiginde sadece Si uygulanan bitkilerde
degisken bir egilim goriilmekle birlikte genel olarak arttigi gézlenmistir (Sekil 4.26;
Sekil 4.27). Patojen+Si uygulanan bitkilerde ise sadece Si uygulanan bitkilerin aksine
LOX gen ifadesinin -4.58 ile -6.26 kat araliginda azalig gosterdigi belirlenmistir. Sadece
patojen uygulanan bitkilerde ise LOX transkriptinin degisken bir tablo ¢izdigi goriilmiis
ve tiim zamanlarda uygulamalara kiyasla Onemli farkliliklar olusturdugu tespit

edilmistir.

POD gen ifadesi incelendiginde ise sadece Si uygulanan bitkilerde enfeksiyonun
baslangicinda (24. ve 48. saat) azalis goériilmiis ardindan ¢ok kii¢iik miktarlarda arttig
gozlenmistir (Sekil 4.26; Sekil 4.27). Patojen+Si uygulanan 6rneklerde ise sadece Si
uygulanan bitkilerin aksine 48. saatte gen ifadesinde artis goriilirken 72. ve 96.
saatlerde hizli disiislerin oldugu belirlenmistir. Sadece patojen uygulamasinda ise 96.
saate kadar bu gen ifadesinde 6nemli bir degisim olmaz iken 96. saatte -1,97 kat azalis

gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.26 Si, Patojen+Si ve sadece patojen (Kontrol) uygulanan bitkilerde PR1, PR2,
PR3, PAL, GST, LOX ve POD gen ifadelerindeki degisim grafigi
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Sekil 4.27 Silisyum uygulamasinin C. lindemuthianum enfeksiyonuna karsi
dayaniklilikla iligskili PR1, PR2, PR3, PAL, GST, LOX ve POD gen
ifadelerindeki zamansal degisimine etkisini goOsteren 1s1 tablosu
(heatmap)

Mavi renk referans gene (actin) gore ilgilenilen genin daha disiik seviyede eksprese oldugunu, sari renk
daha yiiksek seviyede eksprese oldugunu ifade etmektedir

MeJA uygulamasimin dayaniklilik ile iligkili genlere etkisi incelendiginde ise PR1 gen
ifadesinin sadece MeJA uygulanan bitkilerde genel olarak azalma egiliminde oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.28; Sekil 4.29). MeJA+patojen uygulanan bitkilerde ise PR1 gen
transkripti 48. saatte 1.84 kat artarak en yliksek seviyeye ulasirken, sadece patojen
uygulanan bitkilerde zamansal olarak kademeli bir artisin oldugu goriilmiistiir. Sadece
patojen uygulamasi bu genin 96. Saatte 9.32 kat artmasina neden olmustur. PR2 gen
ifadesi ise sadece MeJA uygulanan bitkilerde 1.59 ile -0.38 arasinda degisirken,
MeJA+patojen uygulanan bitkilerde 6.76 ile 5.28 arasinda degisim gostermistir (Sekil
4.28; Sekil 4.29). Sadece patojen uygulanan orneklerde ise 2.82°’den 14.24’e¢ kadar
kademeli bir artis tespit edilmistir. PR3 gen ifadesinin sadece MeJA uygulanan

PR

bitkilerde degisken bir tablo ¢izdigi ve -0.43 ile 1.16 kat arasinda degistigi gozlenirken,
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MeJ A+patojen uygulanan bitkilerde zamana bagli olarak diistiigii belirlenmistir. Sadece
patojen uygulanan bitkilerde ise PR3 gen ifadesi azalma egilimi gostermis ve 96. saatte

-2.47 kat azalarak en diisiik seviyeye ulagmistir.

PAL gen ifadesi ise uygulamalar arasinda olduk¢a farkli sonuglar ortaya koymustur
(Sekil 4.28; Sekil 4.29). Sadece MeJA uygulanan ve MeJA+patojen uygulanan
bitkilerde PAL gen ifadesinin tiim zamanlarda tersi yonde artis-azalis gosterdigi tespit
edilmistir. Bu kapsamda MeJA+patojen uygulanan Orneklerde PAL gen ifadesi
yiikselirken, sadece MeJA uygulananlarda azalis gosterdigi gozlenmistir. Sadece
patojen uygulanan bitkilerde ise 72. saate kadar belirgin bir degisiklik olmaz iken bu

saatten itibaren hizl bir artis oldugu goriilmiistiir.

GST gen ekpsresyonu incelendiginde ise tim uygulamalarda 24. saatte artis oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.28; Sekil 4.29). Enfeksiyonun 48. saatinden itibaren sadece
MeJA ve MeJA+patojen uygulanan bitkilerde GST gen ifadesinin azaldigi ve 96. saatte
sirastyla -1.69 ile —3.63 kat diistigii belirlenmistir. Buna karsin sadece patojen
uygulanan bitkilerde GST transkripti zamansal olarak kademeli bir sekilde artis

gostermis ve istatistiksel olarak farkli sonuglar ortaya koymustur.

LOX gen ifadesi ise MeJA uygulamasinin tiim kombinasyonlarinda azalig gostermistir
(Sekil 4.28; Sekil 4.29). Bu kapsamda 24. saatte MeJA uygulamasi igin -7.33,
MeJA+patojen uygulamasi i¢in —8.7 ve patojen kontrol igin -3.9 kat azalig oranlar1 ile
en diisiik ekspresyon seviyeleri kaydedilmistir. Daha sonrasinda sadece MelJA
uygulanan ve sadece patojen uygulanan bitkilerde yiikselme egilimi goziikse dahi
belirgin bir artis olmadigi tespit edilmistir. POD gen ifadesinde ise MelA,
MeJA+patojen ve patojen uygulamalari arasinda oldukga farkli sonuglar gozlenmistir.
Sadece MeJA uygulanan bitkilerde POD gen ifadesinde 0.22 ile 0.53 arasinda ¢ok
kiiciik degisimler oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde sadece patojen uygulanan
bitkilerde de POD gen ifadesinde 72. saate kadar belirgin bir degisim gbzlenmemis
ancak 96. saatte ani bir diisiis tespit edilmistir. MeJA+patojen uygulamasinda ise bu gen
ifadesinin enfeksiyon boyunca -2.27 ile -5.02 araliginda farkli oranlarda diistiigii

gorilmiistiir.
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Sekil 4.28 MeJA, Patojen+ MeJA ve sadece patojen (Kontrol) uygulanan bitkilerde
PR1, PR2, PR3, PAL, GST, LOX ve POD gen ifadelerindeki degisim grafigi

90



2 0 2
Row 2-Score

GST
PAL
PRI
PR2
POD
PR3
LOX
< 2 2 s ’ ”
BEEEREERE
g 8§ 8§ 8 B8 B k =
v o > v -4
S § 8 3 22 ¢ ¢ 8 § 8 8%
S & 2 S ¥ % % 8
zZ T Z & & & & & B a2 2 =B
4 - - N Y 4 + . ) ) - . - .
€« & €& &€ €« € €« < 3 2 £ 31
- - - - - - - - < < = z
v v v o 3 v v v 1 % = =
- - _— - -— - — — - - -
- -~ -~ 4 -~ -~ - - . (-9 . [-%

Sekil 4.29 MeJA uygulamasinin C. lindemuthianum enfeksiyonuna karsi1 dayaniklilikla
iliskili PR1, PR2, PR3, PAL, GST, LOX ve POD gen ifadelerindeki
zamansal degisimine etkisini gosteren 1s1 tablosu (heatmap)

Mavi renk referans gene (actin) gore ilgilenilen genin daha diisiik seviyede eksprese oldugunu, sar1 renk
daha yliksek seviyede eksprese oldugunu ifade etmektedir

Aktivatorlerin dayaniklilik genlerine etkisi birbirleriyle karsilastirildiginda ise PR1 gen
ifadesinin MeJA uygulanan bitkiler haricindeki tiim aktivatorlerde artis gosterdigi,
bunlar igerisinde de en fazla artisin silikon uygulamalarinda oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.30; Sekil 4.31). Sadece patojen uygulanan bitkilerde (kontrol) ise PR1 gen
ifadesi kademeli bir yiikselis gostermis ve enfeksiyonun 96. saatinde tim

uygulamalardan daha fazla artisa neden olmustur. PR2 gen ifadesinin ise enfeksiyonun
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baslangicinda tiim uygulamalarda kontrolden daha fazla artig gosterdigi ancak zamanla
kontrole gore daha az eksprese oldugu gozlemlenmistir. Bununla birlikte genel olarak
patojen+aktivatér uygulamalarinda sadece aktivator uygulananlara kiyasla daha fazla
artis soz konusudur. PR3 gen ifadesi ise patojenisite ile iliskili PR1 ve PR2 genlerinin
aksine genel bir azalis gostermistir. Si 24. saat, MeJA ise 48 ve 96. saatler hari¢ tim
uygulama ve zamanlarda azalis egilimi gostermistir. Patojen+MeJA uygulanan bitkiler

ise gen ifadesinin en fazla diisiis yasadigi uygulama olmustur.

PAL gen ifadesi ise uygulamalar arasinda olduk¢a degisken bir tablo ¢izmistir.
Patojen+silisyum uygulamasi ile kontrol grubunda zamansal olarak belirgin bir artis
gozlenirken, diger uygulamalardaki artis orani olduk¢a diisiik seviyede hatta zaman
zaman azalma seklinde seyretmistir (Sekil 4.30; Sekil 4.31). GST gen ifadesinde ise
enfeksiyon baslangicinda tiim uygulamalarda artis gozlenmesine ragmen zamanla fark
olustugu goriilmektedir. Bu kapsamda patojen+silisyum uygulamasinda genel bir gen
artist meydana gelirken, patojentMeJA ve patojen+tBTH uygulamalarinda zamanla
azalis oldugu gozlenmektedir. LOX gen transkripti ise sadece silikon uygulanan bitkiler
ve kontroliin 48 ve 72. saatleri haricindeki tiim uygulamalarda belirgin bir azalis
gostermigtir. POD gen ifadesinin de LOX genine benzer sekilde uygulamalarin biiyiik

bir kisminda azaldig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.30 Tiim uygulama yapilan bitkilerdeki PR1, PR2, PR3, PAL, GST, LOX ve POD

gen ifadelerinin karsilastirildigi degisim grafigi
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Sekil 4.30 Tiim uygulama yapilan bitkilerdeki PR1, PR2, PR3, PAL, GST, LOX ve POD
gen ifadelerinin karsilastirildigi degisim grafigi (devam)
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Sekil 4.31 Fasulye ile C. lindemuthianum arasindaki interaksiyonu esnasinda bitki
aktivatorlerinin dayaniklilik genlerine etkisini gosteren 1s1 tablosu (heatmap)

Kirmiz1 renk referans gene (actin) gore ilgilenilen genin daha diisiik seviyede eksprese oldugunu, yesil
renk daha yiiksek seviyede eksprese oldugunu ifade etmektedir

95



5. TARTISMA ve SONUC

Fasulyede zarara neden olan fungal hastalik etmenleri igerisinde C. lindemuthianum’un
neden oldugu antraknoz hastalig1 lilkemizde ve diinyada fasulye iiretimini kisitlayan en
onemli hastaliklardan biri olarak kabul edilmektedir (Kelly ve Vallejo 2004; Padder vd.
2017). Diger pek ¢ok hastalik etmeni ile miicadelede oldugu gibi bu hastalik etmeninin
kontroliinde de en etkili yontemin dayanikli ¢esit 1slah1 oldugu bilinmektedir (Meziadi
vd. 2016). Ancak patojenin yiiksek genetik farkliliga sahip olmasi ve ¢ok sayida irkinin
bulunmasi hastalikla miicadelede dayanikli g¢esit 1slah1 ¢alismalarini  oldukga
zorlastirmaktadir (Ishikawa vd. 2008, Martiniano-Souza vd. 2017) Bu kapsamda
diinyada patojen populasyonlarinin karakterize edilmesi ve dayaniklilik kaynaklarinin
belirlenmesi {izerine yogun arastirmalar yapilmaktadir. Ulkemizde ise diinyada énde
gelen bir fasulye tireticisi olmasina ragmen etmenin genetik ve patojenik farkliliklart ile
patojene kars1 dayaniklilik kaynaklar1 hakkinda smirli  bilgi  bulunmaktadir.
Colletotrichum lindemuthianum’a kars1 entegre miicadele yontemlerine katki saglamak
ve bu amagla yapilan 1slah calismalarinin etkinligini arttirmak i¢in yapilan bu tez
calismas1 kapsaminda ise etmeninin llkemizdeki populasyon yapist detayli olarak
ortaya konulmus, hastaliga karsi1 1slah ¢aligmalarinda kullanilabilecek farkli dayaniklilik
kaynaklar1 belirlenerek bir gen havuzu olusturulmus ve bazi alternatif miicadele

yontemlerinin etkinligi gen ifadesi diizeyinde aragtirilmistir.

Bitkilerde hastaliga sebep olan patojen populasyonlarindaki genetik farkliliklarin ortaya
konulmasi etmen biyolojisi, patojenik ve genetik 6zellikleri hakkinda detayli bilgiler
edinilmesini saglamaktadir. Patojen populasyonlar: ile ilgili elde edilen bu bilgiler
hastaliga karst yapilan 1slah programlarinin ve kontrol stratejilerinin etkinliginin
arttirilmas1 agindan oldukga Onem tagimaktadir. Bu kapsamda C. lindemuthianum
izolatlar1 arasindaki genetik farkliliklar1 arastirmak i¢in diinyada RAPD, AFLP, RFLP,
RAMS, IRAP ve ITS sequencing gibi farkli teknikler kullanilarak yogun c¢alismalar
gerceklestirilmistir (Ansari vd. 2004; Mahuku ve Riascos 2004; Bardas vd. 2007;
Barcelos 2011; Mota vd. 2016; Martiniano-Souza vd. 2017). Bu ¢alisma kapsaminda
ise fasulyede antraknoza neden olan C. lindemuthianum’a kars1 miicadele stratejileri

belirlemek ve 1slah ¢aligmalarina katki saglamak i¢in etmen populasyonlari arasindaki
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genetik farkliliklarin ISSR ve iPBS markerler ile aragtirilmasi hedeflenmistir. Etmen
populasyonlar1 arasindaki genetik farkliliklarin arastirilmasinda iPBS yonteminin
etkinligi diinyada ilk kez ele alinmistir. Elde edilen sonuglar diinyada farkli arastiricilar
tarafindan bildirilen sonuglara benzer sekilde iilkemizdeki patojen izolatlar1 arasinda
yiiksek derecede genetik varyasyonun oldugunu ve patojen populasyonlari arasinda
yaklagik % 72 benzerlikle iki ana grubun bulundugunu ortaya koymustur. Farkli
yontemlere ait dendogramlar arasindaki kofenetik korelasyon katsayilar1 da oldukga
yiiksek olup her iki dendogram arasinda giiclii bir dogrusal iliskinin bulundugunu
gostermistir. Benzer sekilde Bardas vd. (2009) Yunanistan’daki fasulye iiretim
alanlarinda yaklasik % 80 farklilikta 2 ana grubun bulundugunu belirtmistir.
Meksika’nin farkli bolgelerinden elde ettikleri 59 adet C. lindemuthianum izolatini
RAPD ve AFLP primerleri ile analiz eden Gonzalez vd. (1998) ise patojen izolatlarini
iki ana gruba ayirmig ve bu gruplar igerisinde daha kiiciik alt gruplarin olustugu
bildirilmistir. Benzer sekilde farkli arastiricilar tarafindan yapilan ¢alismalarda patojen
izolatlar1 arasinda birka¢ farkli grubun bulundugu belirtilmistir (Sicard vd. 1997;
Damasceno e Silva vd. 2007; Sharma vd. 2007; Souza vd. 2010; Barcelos 2011).
Ulkemizde ise bu kapsamda yapilan calisma sayisi olduk¢a sinirli olup Canseven
(2011), farkli bolgelerden elde ettigi patojen izolatlarinin RAMS analizi ile % 62
genetik farklilik ile 2 ana gruba, REP-PCR analizinde % 67-79.6 genetik polimorfizm
ile 5 ana gruba, RAPD analizinde ise % 62-77 oraninda genetik farklilik ile 3 ana gruba
ayrildigini bildirmistir.

Calisma kapsaminda yapilan farkli populasyon analizleri de {ilkemizin farkli cografik
bolgelerinden elde edilen patojen izolatlar1 arasindaki populasyon yapisinin ve etmenin
evrimsel silirecinin daha iyi anlagilmasimi saglamistir. Bu kapsamda dendogramda
izolatlarin gruplanmasi ve cografik dagilimlari arasinda giiclii bir korelasyon oldugu
gbzlemlenmistir. Dendogramda ayni cografik orijine sahip patojen izolatlari arasindaki
genetik farklili@in farkli bolgelere oranla daha diisiik seviyelerde oldugu ve ozellikle
Samsun ve Rize bdlgelerindeki izolatlarin diger bolgelere gore daha farkli oldugu
goriilmiistiir. Yapilan STRUCTURE analizi de patojen izolatlarinin dendogramdaki
cografik dagilimini destekleyen nitelikte sonuglar saglamistir. Benzer sekilde Ansari

vd. (2004) patojen izolatlarinin cografik dagilimi ile genetik farkliliklart arasinda yakin
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bir iligkinin oldugunu belirtmistir. Varyans analizi (AMOVA) ve Ggsr degerleri ise
populasyonlar arasinda yiiksek seviyede (%40) genetik farkliliklarin bulundugunu
gostermekte olup bu durum iilkemizde farkli populasyonlar arasinda genetik materyal
akisinin smirlt diizeyde oldugunu gostermektedir. Populasyonlar igerisinde goriilen bu
genetik farkliliklarin ise patojen g¢ogalmasi esnasindaki genetik rekombinasyonlardan
ve Ozellikle farkli sporlar arasindaki konidial anastomosisden kaynaklandigi
diistiniilmektedir (Ishikawa vd. 2012). Ayrica iilkemizde fasulye yetistiriciligi yapilan
bu alanlarda yaygin olarak lokal fasulye genotiplerinin yetistiriliyor olmasinin
populasyonlar igerisindeki bu genetik farkliliklarin olusumuna katki saglamis
olabilecegi diisiiniilmektedir. Madakbas vd. (2013) iilkemizde etmenin ¢ok sayida
irkinin bulunmasinin bolgesel gen havuzlarinin baskist ve gevresel kosullarla iligkili
oldugunu belirtmistir. Benzer sekilde Sicard vd. (1997) ve Souza vd. (2010) patojen
populasyonlarinda goriilen genetik farkliliklarin sirasiyla % 58.46 ve % 69.03 oraninda
populasyonlar arasindaki farkliliklardan kaynaklandigini belirtmislerdir. Ancak
Damasceno e Silva vd. (2007) ise Brezilya’da tespit edilen genetik farkliligin %
3.94’niin populasyonlar arasinda olustugunu % 96.06’lik oranin ise populasyonlar
icerisindeki farkliliklardan kaynaklandigini belirtmistir. Ulkemizdeki fasulye iiretim
alanlarindaki patojen populasyonlari arasindaki gen akist (Ny: 0.7482) ise oldukca
diisiik seviyelerde olup bu durumun bolgelere gore farkli fasulye genotiplerinin
yetistirilmesi ve bolgeler arasindaki tohum naklinin diisiik seviyelerde olmast ile iligkili
oldugu disiiniilmektedir. Ayrica ayni patojen populasyonlari igerisinde goriilen bu
farkliliklarin patojenin yasam dongiisii icerisinde olusan eseyli ¢ogalma, paraseksual
dongili, mutasyon ve transpozonlar gibi farkli olaylar nedeniyle meydana gelmesinin

miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir (Ishikawa vd. 2012; Padder vd. 2017).

Colletotrichum lindemuthianum izolatlar1 arasinda yiiksek seviyede patojenik ve
genetik  farkliliklarin  bulunmasinda dolayr hastaliga karsi  dayanikli  gesit
gelistirilmesinin olduk¢a zahmetli oldugu bildirilmektedir (Ishikawa vd. 2008). Bu
kapsamda etmenin yaygin patojenik gruplarina karsi farkli fasulye genotiplerinin
reaksiyonlariin belirlenmesi i¢in yogun caligsmalar gerceklestirilmekte olup bazi
fasulye genotiplerinin etmen kars1 dayanikli oldugu bildirilmistir (Bardas vd. 2007). Bu

calismada da test edilen fasulye gesit ve genotiplerinin etmene karsi reaksiyonlarinda
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onemli farkliliklarin bulundugu, bununla birlikte 7 ¢esidin (Sazova, Buse Oturak,
Akdag, Ziilbiye, Akin, Onceler, Karacasehir 90) ve 6 genotipin (AYD-2, YLV-31,
BRS-4, ISP-4, YLV-14, BRS-23) etmene karsi dayanikli reaksiyon gosterdigi tespit
edilmistir. Bu kapsamda dayanikli olarak belirlenen ¢esit/genotiplerin 1slah
calismalarinda genitor bitki olarak 6nemli potansiyele sahip oldugu diisiiniilmektedir.
Madakbas vd. (2006) 16 taze fasulye cesidinin 5 izolata karsi reaksiyonlarini sera ve
laboratuvar kosullarinda degerlendirmis ve Karaayse cesidinin sera kosullarinda tiim
izolatlara karsi dayanikli olurken, laboratuvar kosullarinda hassasiyet gosterdigini
bildirmistir. Sazova ve Nassua cesitleri ise sera kosullarinda bir izolata kars1 dayanikli
oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde Keterew vd. (2018) kullanilan etmene ve
inokulasyon yontemine bagli olarak bazi gesitlerin hastalifa karsi1 dayanikli reaksiyon
gosterdigini belirtmislerdir. Bu kapsamda bolgedeki yaygin patojenik ya da genetik
gruplarin belirlenerek 1slah g¢aligmalarinin yonlendirilmesinin daha faydali olacagi

distiniilmektedir.

Diinyadaki pek c¢ok fasulye iiretim alaninda oldugu gibi iilkemizdeki patojen
populasyonlarinin yiiksek genetik farklilik ve irk olusumu gostermesi bu hastaliga karsi
1slah galigmalarimi giiclestirmekte ve siirekli olarak yeni dayaniklilik kaynaklarmin
arastirtlmasini gerektirmektedir (Kelly ve Vallejo 2004; Gongalves-Vidigal vd. 2009).
Bu kapsamda diinyada hastaliga kars1 dayaniklilikta rol oynadigi belirlenen birgok gen
tespit edilmis ve bunlarin bazilar ile iliskili molekiiler markerler 1slah ¢alismalarinda
yaygin olarak kullanilmaya baslanilmistir (Boersma vd. 2013; Geetha vd. 2013;
Tryphone vd. 2013; Vieira vd. 2018). Ulkemizde énemli bir fasulye iireticisi olmasina
karsin bu hastaliga kars1 dayanikli cesit 1slahi ile ilgili caligmalar oldukg¢a sinirli olup
onemli bir genetik potansiyele sahip olan iilkemizdeki mevcut gen kaynaklarinin
belirlenmesi ve yeni 1slah materyallerinin olusturulmasi olduk¢a 6nem tasimaktadir
(Madakbas vd. 2013; Erding vd. 2017; Ekincialp ve Sensoy 2018). Bu calisma
kapsaminda da daha Once farkli projelerden elde edilen 693 fasulye genotipinin
dayaniklilik kaynaklar1 molekiiler markerlarla belirlenmistir. Test edilen genotipler
arasinda dayamklilik ile iliskili genlerden en yaygini Co-1° geni olmus ve bunu sirasiyla
Co-4, Co-6, Co-1, Co-11, Co-1* genleri takip etmistir. Ayrica lilkemizde Co-14, Co-2,
Co-3, Co-11 ve Co-13 genlerini tasiyan fasulye genotipleri ilk kez belirlenmis olup
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hastaliga kars1t dayaniklilik gen havuzu i¢in oldukca 6nemli olacag: diigiiniilmektedir.
Test edilen fasulye genotiplerinin tasidiklar1 dayaniklilik gen sayist ise 1-7 arasinda
degismekle beraber biiyilk c¢ogunlugunun en az 5 dayaniklilik geni igerdigi
gorilmistiir. Hastaliga kars1 dayanikli reaksiyon gosteren fasulye genotiplerinde ise en
yaygin dayaniklilik geninin Co-11 oldugu ve bunu Co-6 ve Co-1° genlerinin takip ettigi
goriilmistiir. Ayrica bu genotiplerin Co-1, Co-4, Co-10 ve Co-13 genlerini tasidig
belirlenmistir. Bu kapsamda iilkemizde Co-1, C0-14, C0-15, Co-4, Co-6, Co-10, Co-11
ve Co0-13 gen kombinasyonlarin1 igeren fasulye gentotiplerinin hastaliga karsi
dayaniklilik gosterdigi diisiiniilmektedir. Benzer sekilde Genchev vd. (2010) Co-1, Co-
2, Co-3, Co-4%, Co-9, Co-12, Co-13 ve Co-15 gen kombinasyonlarinin diinya genelinde
hastaliga kars1 dayaniklilik sagladigini belirtmislerdir. Brezilya’da ise Co-4%, Co-5 ve
Co-6 gen kombinasyonlarinin hastaliga karsi etkin koruma sagladigi belirlenmistir
(Souza vd. 2014). Benzer sekilde diinyada patojenin farkli irklara karst dayaniklilik
saglayan gen kombinasyonlar1 farkli arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Geetha vd.
2013; Tryphone vd. 2013; Vieira vd. 2018). Ulkemizde bu kapsamda yapilan smirl
calismalarda ise Erding vd. (2017) bazi fasulye genotiplerindeki dayanikliligin Co-1°,
Co-4, Co-4%, Co-6 ve Co0-10 genleri ile iliskili oldugunu, Madakbas vd. (2013) ise
patojeninin lokal irklarma karst dayanikliligin Co-1, Co-2 ve Co-4 genleri ile
saglandigini belirtmistir. Bu kapsamda farkli dayaniklilik genlerini icerdigi belirlenen
bu fasulye genotiplerinin iilkemizde yapilacak islah ¢aligmalarina gen kaynagi olarak

onemli katki saglayacag diisiiniilmektedir.

Bitki patojen interaksiyonunda bitkide hastalik gelisimini 6nlemek amaciyla savunma
ile iligkili genler uyarilmakta ve patojene karsi diren¢ olusmaktadir. Bu korunma
bitkinin kendisini daha etkili savunmasini saglayan metabolik degisimler ile savunma
mekanizmalarimin uyarilmasina dayanmaktadir. Bu kapsamda bitkide dayaniklilig
saglayan biyokimyasal, sitolojik ve molekiiler degisimler meydana gelmekte ve bu
olaylarla iliskili gen ekspresyonlarinda 6nemli farkliliklar gézlenmektedir. Fasulyede
yapilan konukg¢u patojen interaksiyonu ¢alismalarinda patojen enfeksiyonlar1 esnasinda
birgok farkli genin rol oynadig1 ve bunlarin transkripsiyonlarinda énemli farkliliklarin
bulundugu farkli arastiricilar tarafindan tespit edilmistir (Borges vd. 2012; Padder vd.
2016; Vasconcellos vd. 2016; Farooq 2017; Fontenelle 2017; Todd vd. 2017). Bu
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calisma kapsaminda da farkli izolat genotipleri arasinda dayaniklili§in uyarilmasinda
rol oynayan gen ekspresyonlarindaki farkliliklar Real-Time PCR yontemi ile
arastiritlmistir. Elde edilen sonuglar fasulyede savunmayla iligkili olan gen ifadelerinde
(PR1, PR2, PR3, PAL, GST, LOX ve POD) gerek izolatlar agisindan gerekse de farkli
zaman araliklarindaki degisimleri agisindan istatistiksel olarak farkliliklarin
bulundugunu gostermistir. Genel olarak patojen enfeksiyonunu takiben PR1, PR2, PAL
ve GST gen ifadelerinde artis goriliir iken bitki savunma mekanizmalarindaki
azalmanin bir isareti olarak PR3, LOX ve POD genlerinin baskilandig1 goriilmiistiir.
Ozellikle PR genlerinin gdstermis oldugu ekspresyon farkliliklar1 nedeniyle fasulyede
C. lindemuthianum’a kars1 dayaniklilikta etkin rol oynadigi gozlemlenmistir. Patojen
enfeksiyonunu takiben PR1 ve PR2 gen ifadelerinin zamana bagli olarak oldukca
yiiksek oranda arttig1, bununla birlikte kitinaz enzim aktivitesinde rol oynayan PR3 gen
ifadesinin ise saglikli bitkilere gore daha az oranda eksprese edildigi gozlemlenmistir.
Benzer sekilde Borges vd. (2012) fasulye genotipi SEL 1308 ile avirulent C.
lindemuthianum 73 1rki arasinda interaksiyon sonucu meydana gelen degisimleri
inokulasyondan 24, 48, 72, 96 saat sonra incelemis ve PR proteinlerini kodlayan
genlerin patojen inokulasyonu sonrasinda farkli diizeylerde eksprese oldugunu ve
ekspresyon seviyelerinin doku ve zamana gore degistigini bildirmistir. Incelenen PR
proteinleri arasinda PR1 ve PR2 genlerinin ekspresyon seviyelerinde dnemli dlgiide
arttigl gozlemlenmistir. Yine fasulyenin dayanikli ve hassas hatlari ile 73 nolu C.
lindemuthianum 1rki arasindaki interaksiyonu inceleyen Farooq (2017) enfeksiyonun
baslangicinda (24. ve 48. saat) PR1b geninin sadece dayanikli hatta, PR2 geninin ise
her iki hatta da 6nemli diizeyde arttigini1 bildirmistir. Fasulye-S. sclerotiorum arasindaki
savunma ile iligkili genlerdeki degisimi inceleyen Oliveira vd. (2015b) PR1 ve PR2
genlerinin enfeksiyon zamanina bagl olarak artis gosterdigini ve 72. saatte en yiiksek
ekspresyon seviyesine ulagtigini bildirmistir. Benzer sekilde PR3 geninin sadece
enfeksiyonun baglangicinda (6 ve 12. saatlerde) eksprese oldugu daha sonra tespit
edilemedigini belirtmislerdir. Diger bir ¢alismada Rhizoctonia solani enfeksiyonuna
kars1 biyokontrol ajani olarak Trichoderma harziaum’un etkisini inceleyen Mayo vd.
(2015) sadece patojen uygulamasinin bitkideki enfeksiyon siirecini kolaylagtirmak igin
savunmayla iligkili CH5b, CH1, PR1, PR2, PR3, PR4 ve PAL1 gen aktivitelerini

baskiladigini bildirmistir. Benzer sekilde domateste Pseudomonas syringae pv. tomato
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enfeksiyonu esnasinda PR1 ve PR4 genlerinin baskilanmasmin bitki savunma

mekanizmalarindaki azalmanin gdstergesi oldugu belirtilmistir (Zhao vd. 2003).

Bitkilerde dogal olarak bulunmayan ancak patojen enfeksiyonunu takiben olusan
fitoaleksinlerin biyosentezinde rol oynayan PAL gen aktivasyonunun ise baslangicta
diisiik seviyelerde iken 72. saatten itibaren enfeksiyon siirecine tepki olarak hizla arttigi
gozlemlenmistir. Borges vd. (2012) fasulye yapraklarinda kontrole goére PAL
ekspresyonunun 24. saatte iki kat arttigim1 ve yapraklarin diger dokulara gore
enfeksiyona daha hizli cevap verdigini bildirmistir. Ancak bizim ¢alismamizdan farkli
olarak daha sonrasinda ekspresyonun hizla azaldigini belirtmistir. Oliveira vd. (2015b)
ise S. sclerotiorum enfeksiyonu boyunca PAL geninde artis gozlendigini ve en yiliksek
ekspresyonun 48. saatte goriildiigiinii bildirmistir. Bitkilerde savunma ve stresle iliskili
genler olan LOX ve POD ekspresyonu incelendiginde ise bu genlerin patojen
enfeksiyonunu takiben azalma egilimi gosterdigi bununla birlikte GST aktivitesinde
hizl1 bir artis oldugu goriilmiistiir. Lipoksigenaz geninin, sinyal iiretimini aktive ederek
bitki savunmasinda 6nemli rol oynayan doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu
kolaylastirdigi bilinmektedir (Blee 2002). Bu kapsamda Oliveira vd. (2015b)
enfeksiyonun baslangicinda (12. saat) LOX geninin en yiiksek seviyede artig
gosterdigini ancak daha sonrasinda kontrole yakin bir degisim gosterdigini belirtmistir.
POD gen ifadesinde ise fasulyedeki S. sclerotiorum enfeksiyonuna karsi yalniz
baslangigta artis goriildiigii enfeksiyonun ilerlemesiyle bu ¢alismadakine benzer sekilde
ekspresyonda onemli bir diistis goriildiigii bildirilmistir. Ayrica arastiricilar bu ¢alisma
sonuglarina benzer sekilde S. sclerotiorum enfeksiyonuna karsi GST geninin 48. saate
kadar kademeli bir sekilde arttifin1 belirmislerdir. Bununla birlikte Mayo vd. (2016)
fasulyede Trichoderma velutinum ve Rhizoctonia solani varliginda bitkideki GST
geninin her iki etmenin hem tek basma bulunmasi durumunda hem de bir arada
olduklarinda 6nemli diizeyde azaldigini bildirmistir. Ayrica bu calismada elde edilen
sonuglar farkli genotip gruplarini temsil eden izolatlar arasinda ekspresyon diizeyleri
acisindan onemli farkliliklarin bulundugunu géstermektedir. Ozelikle Z10 izolatina
kars1 gen ifadelerindeki degisimin daha yiiksek seviyelerde meydana geldigi
gbzlemlenmistir. Bu kapsamda bitkideki dayaniklilik ile iligkili gen ekspresyonlarinin

kullanilan izolata bagli olarak degisken oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde bitkilerdeki
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patojen enfeksiyonuna karsi tepkinin etmen, ¢esit ve zaman agisindan 6nemli farkliklar

gosterdigi farkl arastiricilar tarafindan da bildirilmistir (Lu vd. 2005; Wang vd. 2013).

Gliniimiizde bitki patojenlerine karst kimyasal miicadele yontemleri yaygin olarak
kullanilmasima ragmen bu kimyasallarin gerek insan gerekse de c¢evre acisindan
olumsuz etkiler tasimasi ve insanlarin dogal iirlinler kullanimina ydnelik artan bir
egilim goOstermesi g¢evre agisindan daha az zararli uygulamalarin gelistirilmesine
yonelik ¢alismalarin yogunluk kazanmasina neden olmaktadir. Bununla birlikte dnemli
bir fasulye iireticisi olan iilkemizde gerek bu hastaliga karsi konukc¢u dayanikliliginin
kullanimina y6nelik ¢alismalarda gerekse de alternatif miicadele konusunda yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada ise belirtilen alanlardaki eksikligi gidermek amaciyla
fasulye antraknozu etmenine karsi alternatif miicadele yOntemi olarak bazi bitki
aktivatdrlerinin etkisinin belirlenmesi ve hastaliga kars1 dayaniklilik mekanizmasinda
rol oynayan gen ifadeleri ve mekanizmalarin detayli olarak aydinlatilmasi
hedeflenmistir. Bitki aktivatorlerinin hastalik gelisimi tizerindeki etkisi in vivo
kosullarda degerlendirildiginde MeJA ve silisyum uygulamalarmin istatistiksel olarak
benzer sonuglar verdigi ve hastalik gelisimini engellemede yetersiz kaldig
goriilmistiir. Dayanikli  fasulye c¢esidinde antraknoza karst silisyumun etkisini
inceleyen Polanco vd. (2012) silisyum uygulanan bitkilerde hastalik siddetinin % 27
oraninda azaldigini bildirmistir. Benzer sekilde celtikte yapilan ¢alismalarda da farkli
hastalik etmenlerine karst silisyum uygulamalarinin hastalik siddetini  azalttig
belirtilmistir (Brunings vd. 2009; Rahman vd. 2015; Van Bockhaven vd. 2015).
Fasulyede S. sclerotiorum enfeksiyonuna kargi 10 mM MeJA uygulayan Oliveria vd.
(2015a) enfeksiyon olusumunun geciktigini ve nekrotik alanlarmm olusmadigini
bildirmistir. Bununla birlikte soya fasulyesinde Phakopsora pachyrhizi’ye karsi
uygulanan jasmonik asit uygulamasinin hastalik siddetini azaltmadigi belirtilmistir
(Cruz vd. 2020). Bu kapsamda silisyum ve MeJA’in hastalik siddetini engellemede
etkisinin diisiik olmasinin aktivatoriin uygulama zamani, yontemi ve uygulanan bitki
aktivatoriiniin konsantrasyonundaki farkliliklarla iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir.
Degerlendirilen uygulamalar arasinda hastalik kontroliinde en yiiksek etki ise BTH
uygulamasi ile saglanmis ve hastalik indeksi 5.06 (%43.7 engelleme) olarak

bulunmustur. Genel olarak degerlendirildiinde BTH uygulamasinin fasulye
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bitkilerinde lezyon gelisimi ve sayisinda Onemli bir azalmaya sebep oldugu
gozlemlenmistir. Benzer sekilde Cruz vd. (2020) soya fasulyesinde BTH uygulamasi ile

Phakopsora pachyrhizi enfeksiyonunun % 36 oraninda engellendigini bildirmistir.

Aktivator uygulanan bitkilerdeki dayaniklilik gen ifadelerinin incelenmesinde ise tiim
uygulamalarin saglikli bitkilerde savunma ile iligkili genlerde zamana bagli 6nemli
degisimlerin meydana gelmesine neden oldugu gozlemlenmistir. Ozellikle MelJA
uygulamasmin tiim gen ifadelerinde azalma seklinde degisime neden oldugu
gozlenmistir. Oliveira vd. (2015a) fasulye bitkilerindeki dayaniklilik mekanizmasinda
rol oynayan MeJA uygulamasinin PR proteinlerinin ekspresyonunda baskilayict rol
oynadigin1 ve dayaniklilikla iligkili jasmonik asit ve salisilik asit pathwayleri arasinda
antagonistik iliskinin bulundugunu belirtmistir. ~ Ozellikle bitkilerde dayaniklilikla
iligkili salisilik asit pathwayinde rol oynayan diger uygulamalarin ise genel olarak
degerlendirildiginde PR1, PR2, GST aktivitelerinin artig egilimi gosterdigi PR3, LOX
ve POD gen ifadelerinin ise azalma egilimi gosterdigi goriilmiistiir. Benzer sekilde
Thomas-Sharma vd. (2017) BTH, MeJA ve INA uygulamasmin domates ve yaban
mersini bitkilerinde PR3, PR4 ve Pin2 gen ifadelerinde 6nemli artisa neden oldugunu
ancak bu konukgularda uygulamalarin Botrytis cinerea ve Monilinia vaccinii-
corymbosi enfeksiyonuna karsi yeterli bir koruma saglamadigini bildirmistir. Polanco
vd. (2014b) ise silisyum igeren ortamda fasulye bitkileri yetistirildiginde antraknoz
hastaligina kars1 sadece % 34 oraninda bir koruma sagladigini buna karsin siiperoksit
dismutase, askorbat peroksidase ve glutathione reductase enzim aktivitelerinin arttigini

bildirmistir.

Bitkilerde dayaniklilik uyaricilarinin patojen ile birlikte uygulamalarinda ise degisken
sonuclar gozlemlenmistir. Silisyum ve MeJA uygulamalarinin hastalik gelisiminde
yeterli bir koruma saglamamakla beraber dayaniklilik gen ifadelerinde Onemli
degisikliklerin olusmasina neden olmustur. Silisyum uygulamasinin bitkide antraknoza
kars1 direnci saglayan PR1, PR2, PAL ve GST genlerinin ifadelerinin artmasina neden
oldugu goriilmiistiir. PR3 ve POD genlerinde ise 48. saatte zayif bir artig gorilmiistiir.
Buna karsin LOX gen ifadesinin tiim zamanlarda azaldigi goriilmiistiir. MeJA ile
birlikte patojen uygulanan bitkilerde ise PR1, PR2 ve PAL genlerinin arttigi
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gozlenmistir. GST geni ise enfeksiyonun ilk asamasinda biraz artmakla beraber daha
sonrasinda diger genlerle birlikte patojen enfeksiyonu siirecinde biiylik Olciide
baskilandig1 gézlemlenmistir. Benzer sekilde Cruz vd. (2020) soya fasulyesinde soya
pasina kars1 silisyum uygulamasimin PAL geniyle birlikte LOX gen aktivitesinde artisa
neden olurken, jasmonik asit uygulamasinin sadece PAL gen ifadesini yiikselttigini
bildirmigtir. BTH uygulamasi incelendiginde ise PR1 ve PR2 gen ifadeleri
enfeksiyonun erken doneminde hizli bir artis gostermis ancak zaman icerinde bir miktar
azalma egiliminde oldugu gorilmistir. PR3 gen ifadesi ise genel olarak azalma
seklinde bir egilim gdstermistir. PAL ve GST genleri enfeksiyonun belli zamanlarinda
artis gostermekle beraber genel olarak LOX geni gibi azalis egiliminde olduklar
gozlemlenmistir. Dufour vd. (2016) yaptiklari ¢alismada BTH uygulamasinin bagda
Plasmopora viticola’ya karsi uygulanmasi ile hastalik siddetinin % 70 oraninda
distiigiinii ve PR1, PR2, PR3 genlerinin arttigin1 belirtmistir. Bu ¢calismada ise PR1 ve
PR2 genleri artis egilimi gosterirken, PR3 geninin azalma seklinde egilim gosterdigi
goriilmistiir. Diger bir caligmada seker pancarinda Rhizoctonia solani enfeksiyonuna
kars1 tohuma ve topraga BTH, BABA ve SA uygulamalari yapan Maios (2006),
kimyasal aktivatorlerin ¢ikis Oncesi ¢Okerteni ve ¢ikis sonrasi bitki Olimlerini
engellemedigini bildirmistir. Ancak yapilan calismada BTH uygulamasimin sistemik
dayaniklilik ile iligkili savunma genlerinden kitinaz, peroksidaz, kalkon izomeraz ve
kalkon sentaz aktivitelerini degistirdigini, R. solani ve BTH bulunan bitkilerde chit3
geninin kontrole kiyasla 15 kat artis gosterdigini bildirmistir. Calisma sonucunda seker
pancarinda BTH uygulamasinin gen ifadelerini etkiledigi fakat hastalik gelisimine karsi
tam bir koruma saglamadigi bildirilmistir. Johnson ve Temple (2016) ise elmada ates
yaniklig1 etmeni Erwinia amylovora’ya karst BTH uygulamasinin hastalik kontroliinde
% 25’¢ kadar azalma sagladigi ve ayrica Yyapraklardaki PR1 ve PR2 gen
ekspresyonlarinin 6nemli derecede artmasina neden oldugunu belirtmistir. Japon
armudunda soruna neden olan Venturia nashicola’ya kars1 acibenzolar S methyl (ASM)
uygulamasinin etkisini arastiran Faize vd. (2009) uygulamanin hastaliga karsi % 33
koruma sagladigini, ayrica PR1 gen ifadesinin 1. glinde kontrole gore yaklasik 5 katlik
bir artis gosterdigi, daha sonrasinda 3. giine kadar hizli bir sekilde azaldig: 5. gilinde ise
kontrole gore 20 katlik bir artis gosterdigini tespit etmislerdir. Bu kapsamda ASM

uygulamasmin patojen enfeksiyonu sonrasinda PR1 genini indiikledigi belirtilmistir.
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Benzer sekilde BTH’nin; savunma ile iliskili bilesiklerin, PR proteinleri ve fenol
birikiminde rol oynayan genlerin transkript seviyelerini arttirarak ¢ok sayida patojen
fungusa karsi etkili bir sekilde koruma sagladig1 farkli ¢alismalarda tespit edilmistir
(Benhamou ve Belanger 1998; Jensen vd. 1998; Bokshi vd. 2003; Kauss vd. 2003; Si
Ammour 2003; Maios 2006).

Fasulye iiretim alanlarinda sorun olan bu etmene kars1 farkli miicadele olanaklarinin ele
alindig1 bu tez kapsaminda elde edilen sonuglar genel olarak degerlendirildiginde
iilkemizdeki patojen populasyonlar1 arasinda yiliksek seviyede genetik farkliligin ve
diisitk gen akisinin bulundugu tespit edilmis olup elde edilen sonuglarin bu hastaliga
kars1 kontrol yontemlerinin etkinliginin artirllmasinda ve dayaniklilik 1slahi
calismalarinda arastiricilara katki saglayacagi diistiniilmektedir. Ayrica iilkemizdeki
yerel fasulye genotiplerinde belirlenen farkli Co dayaniklilik gen kaynaklari 1slah
caligmalar1 i¢in 6nemli bir gen havuzu saglayacaktir. Calisma kapsaminda dayanikli
olarak tespit edilen cesit ve genotiplerin ise genitdr bitki olarak 6nemli potansiyele
sahip olduklar1 diistiniilmektedir. Fasulye antraknozuna kars1 kullanilan bitki
aktivatorlerinden BTH uygulamasinin ise hastalikla miicadelede olduk¢a 6nemli bir
potansiyele sahip oldugu goriilmektedir. Dayaniklilik gen ifadelerindeki degisimler ise
bu aktivatorlerin farkli hastalik etmenlerine karsi da fasulye bitkisinde kullanilabilme
potansiyeline sahip oldugunu gostermistir. Hastali§a kars1 dayaniklilik ile iligkili gen
ifadelerini kontrol eden mekanizmalarin ortaya konmasimin ise 1slah caligmalarinin
etkinliginin artmasina ve etmene karsi yeni miicadele stratejilerinin gelistirilmesine

onemli katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

106



KAYNAKLAR

Alam, M. and Rudolph, K. 1993. Occurrence and characterization of the races of bean
anthracnose (Colletotrichum lindemuthianum) in Turkey. Phytopathologia
Mediterranea, 228-234.

Andersen, E.J., Ali, S., Byamukama, E., Yen, Y. and Nepal, M.P. 2018. Disease
resistance mechanisms in plants. Genes, 9(7); 339.

Angioi, S.A., Rau, D., Attene, G., Nanni, L., Bellucci, E., Logozzo, G., Negri, V., Zeuli,
P.S. and Papa, R. 2010. Beans in Europe: origin and structure of the European
landraces of Phaseolus vulgaris L. Theoretical and Applied Genetics, 121(5);
829-843.

Anonim. 2021. Web sitesi: https://biruni.tuik.gov.tr/medas/?kn=92&locale=tr. Erisim
Tarihi: 15.03.2021.

Anonim. 2017a. Web sitesi: http://www.bayburtpostasi.com.tr. Erisim Tarihi:
10.02.2021.

Anonim. 2017b. Web sitesi: http://www.yeniufukelazig.com. Erisim Tarihi: 10.02.2021.

Anonymous. 2021. Web sitesi: http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC. Erisim Tarihi:
25.03.2021.

Ansari, K.I., Palacios, N., Araya, C., Langin, T., Egan, D. and Doohan, F.M. 2004.
Pathogenic and genetic variability among Colletotrichum lindemuthianum
isolates of different geographic origins. Plant Pathology, 53(5); 635-642.

Arseneault, T., Pieterse, C.M., Gérin-Ouellet, M., Goyer, C. and Filion, M. 2014. Long-
term induction of defense gene expression in potato by Pseudomonas sp.
LBUMZ223 and Streptomyces scabies. Phytopathology, 104(9); 926-932.

Awale, H., Falconi, E., Villatoro, J.C., and Kelly, J.D. 2007. Variability in
Colletotrichum lindemuthianum from Ecuador and Guatemala. In Kelly, J. et
al.(eds). Annual Report Bean Improvement Cooperative, 50; 85-86.

Awale, H.E., Safeena, M.1., Vallejo, V.A. and Kelly, J.D. 2008. Sq4 Scar marker linked
to the Co-2 gene on bll appears to be linked to the Ur-11 gene.

Balardin, R.S., Jarosz, A.M. and Kelly, J.D. 1997. Virulence and molecular diversity in
Colletotrichum lindemuthianum from South, Central, and North America.
Phytopathology, 87(12); 1184-1191.

Balardin, R.S. and Kelly, J.D. 1998. Interaction between Colletotrichum
lindemuthianum races and gene pool diversity in Phaseolus vulgaris. Journal of
the American Society for Horticultural Science, 123(6); 1038-1047.

Baloch, F.S., Derya, M., Andeden, E.E., Alsaleh, A., Comertpay, G., Kilian, B. and
Ozkan, H. 2015. Inter-primer binding site retrotransposon and inter-simple
sequence repeat diversity among wild Lens species. Biochemical Systematics
and Ecology, 58; 162-168.

107


https://biruni.tuik.gov.tr/medas/?kn=92&locale=tr
http://www.bayburtpostasi.com.tr/
http://www.yeniufukelazig.com/
http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC

Barcelos, Q.L., Souza, E.A. and Damasceno e Silva, K.J. 2011. Vegetative
compatibility and genetic analysis of Colletotrichum lindemuthianum isolates
from Brazil. Genetics and Molecular Research, 10(1); 230-242.

Bardas, G.A., Koutita, O. and Tzavella- Klonari, K. 2009. Molecular diversity and
assessment of biological characteristics of Greek Colletotrichum
lindemuthianum populations. Journal of Phytopathology, 157(5); 311-318.

Bardas, G.A., Koutita, O. and Tzavella-Klonari, K. 2007. Geographical distribution,
pathotype characterization, and molecular diversity of Colletotrichum
lindemuthianum in Greece and resistance of Greek bean cultivars. Plant
Disease, 91(11); 1379-1385.

Benhamou, N. and Bélanger, R.R. 1998. Induction of systemic resistance to Pythium
damping- off in cucumber plants by benzothiadiazole: ultrastructure and
cytochemistry of the host response. The Plant Journal, 14(1); 13-21.

Beraldo, A.L.A., Colombo, C.A., Chiorato, A.F., Ito, M. F. and Carbonell, S.A.M.
2009. Use of SCAR markers in common bean breeding for anthracnose
resistance. Bragantia, 68(1); 53-61.

Blée, E. 2002. Impact of phyto-oxylipins in plant defense. Trends in Plant Science, 7(7);
315-322.

Boersma, J.G., Conner, R. L., Balasubramanian, P.M., Yu, K. and Hou, A. 2013.
Marker-assisted dissection of anthracnose resistance in the dry bean cultivar
Morden003. Can. J. Plant Sci. 93; 1115-1123.

Bokshi, A.l., Morris, S.C. and Deverall, B.J., 2003. Effects of benzothiadiazole and
acetyl salicylic acid on B- 1,3- glucanase activity and disease resistance in
potato. Plant Pathology, 52(1); 22-27.

Borges, A., Melotto, M., Tsai, S.M. and Caldas, D.G.G., 2012. Changes in spatial and
temporal gene expression during incompatible interaction between common
bean and anthracnose pathogen. Journal of Plant Physiology, 169(12); 1216-
1220.

Brisset, M.N., Cesbron, S., Thomson, S.V. and Paulin, J.P., 2000. Acibenzolar-S-methyl
induces the accumulation of defense-related enzymes in apple and protects
from fire blight. European Journal of Plant Pathology, 106(6); 529-536.

Brunings, A.M., Datnoff, L.E., Ma, J.F., Mitani, N., Nagamura, Y., Rathinasabapathi,
B., Kirst, M. 2009. Differential gene expression of rice in response to silicon
and rice blast fungus Magnaporthe oryzae. Annals of Applied Biology, 155(2);
161-170.

Campa, A., Rodriguez-Suarez, C., Giraldez, R., Ferreira, J.J. 2014. Genetic analysis of
the response to eleven Colletotrichum lindemuthianum races in a RIL
population of common bean (Phaseolus wvulgaris L.).BMC plant
biology, 14(1); 1-12.

108



Canseven Kiigiikyan, S. 2011. Virulence and genetic diversity of Colletotrichum
lindemuthianum isolates collected from common bean varieties of Turkey.
Yiiksek Lisans Tezi. Bogazi¢i Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Istanbul.

Chen, Y.Y., Conner, R.L., Gillard, C.L., Boland, GJ., Babcock, C., Chang, K.F., ...
Balasubramanian, P.M. 2007. A specific and sensitive method for the detection
of Colletotrichum lindemuthianum in dry bean tissue. Plant Disease, 91(10);
1271-1276.

Correa, R.X., Costa, M. R., Good- God, P.l., Ragagnin, V.A., Faleiro, F.G., Moreira,
M. A. and de Barros, E.G. 2000. Sequence characterized amplified regions
linked to rust resistance genes in the common bean. Crop Science, 40(3); 804-
807.

Creelman, R.A. and Mullet, J.E. 1997. Biosynthesis and action of jasmonates in
plants. Annual Review of Plant Biology, 48(1); 355-381.

Cruz, M.F.A., Pinto, M.O., Barros, E.G. and Rodrigues, F.A. 2020. Differential gene
expression in soybean infected by Phakopsora pachyrhizi in response to
acibenzolar- S- methyl,  jasmonic acid and  silicon. Journal  of
Phytopathology, 168(10); 571-580.

Damasceno e Silva, K.J., De Souza, E. A. and Ishikawa, F.H. 2007. Characterization of
Colletotrichum lindemuthianum isolates from the state of Minas Gerais,
Brazil. Journal of Phytopathology, 155(4); 241-247.

Darben, L.M., Gonela, A., Elias, H.T., da Silva, C.R., Pastre, H.H. and Gongalves-
Vidigal, M.C. 2017. Common bean germplasm resistant to races 73 and 2047
of Colletotrichum lindemuthianum. African Journal of Biotechnology, 16(19);
1142-1149.

de Queiroz, V.T., de Sousa, C.S., Costa, M.R., Sanglad, D.A., Arruda, K.M.A., de
Souza, T.L.P.O., ... Moreira, M.A. 2004. Development of SCAR markers
linked to common bean anthracnose resistance genes Co-4 and Co-6. Annual
report.

De Riek, J., Calsyn, E., Everaert, I., Van Bockstaele, E. and De Loose, M. 2001. AFLP
based alternatives for the assessment of distinctness, uniformity and stability of
sugar beet varieties. Theoretical and Applied Genetics, 103(8); 1254-1265.

Desmond, O.J., Edgar, C.1., Manners, J.M., Maclean, D.J., Schenk, P.M. and Kazan, K.
2005. Methyl jasmonate induced gene expression in wheat delays symptom

development by the crown rot pathogen Fusarium
pseudograminearum. Physiological and Molecular Plant Pathology, 67(3-5);
171-179.

Dufour, M.C., Lambert, C., Bouscaut, J., Mérillon, J.M. and Corio- Costet, M.F. 2013.
Benzothiadiazole- primed defence responses and enhanced differential
expression of defence genes in Vitis vinifera infected with biotrophic pathogens
Erysiphe necator and Plasmopara viticola. Plant Pathology, 62(2); 370-382.

109



Dufour, M.C., Magnin, N., Dumas, B., Vergnes, S. and Corio-Costet, M.F., 2016. High-
throughput gene-expression quantification of grapevine defense responses in
the field using microfluidic dynamic arrays. BMC Genomics, 17(1); 1-20.

Ekincialp, A. and Sensoy, S. 2013. Determination of some vegetables traits in the Van
Lake basin bean genotypes. Yiiziincii Yil Universitesi Journal of Agricultural
Sciences, 23(2); 102-111.

Ekincialp, A. and Sensoy, S. 2018. Phenotypic and molecular determination of
anthracnose disease resistance in Lake Van Basin’s bean genotypes (Phaseolus
vulgaris L.). Legume Research, 41(1); 135-142.

Erding 2012. Van Golii Havzasi Fasulye Genotipleri Arasindaki Akrabalik Iliskilerinin
Ve Antraknoz (Colletotrichum lindemuthianum) (Sacc. & Magnus) Lambs.
Scrib.) Hastaligina Dayanikliligin Fenotipik Ve Molekiiler Yontemlerle
Belirlenmesi, Doktora tezi. Yiiziincii Y1l Universitesi, Van.

Erding, C., Turkmen, O., Demir, S. and Sensoy, S. 2017. Determination of the
anthracnose (Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. And Magn.) Lambs.
Scrib.) resistance in some Turkish bean genotypes by artificial inoculation and
molecular methods. Journal of Animal and Plant Sciences, 27(1); 175-185.

Erper, 1., Ozer, G., Kalendar, R., Avci, S., Yildirim, E., Alkan, M. and Turkkan, M.
(2021). Genetic diversity and pathogenicity of Rhizoctonia spp. isolates
associated with red cabbage in Samsun (Turkey). Journal of Fungi, 7(3); 234.

Evanno, G., Regnaut, S. and Goudet, J. 2005. Detecting the number of clusters of
individuals using the software STRUCTURE: a simulation study. Molecular
Ecology, 14(8); 2611-2620.

Excoffier, L., Laval, G. and Schneider, S. 2005. Arlequin (version 3.0): an integrated
software package for population genetics data analysis. Evolutionary
Bioinformatics, 1, 117693430500100003.

Faize, M., Faize, L. and Ishii, H. 2009. Gene expression during acibenzolar- S-
methyl- induced priming for potentiated responses to Venturia nashicola in
Japanese pear. Journal of Phytopathology, 157(3); 137-144.

Farmer, E.E., Alméras, E. and Krishnamurthy, V. 2003. Jasmonates and related
oxylipins in plant responses to pathogenesis and herbivory. Current Opinion in
Plant Biology, 6(4); 372-378.

Farooq, M. 2017. Gene Expression Profiling in Phaseolus vulgaris-Colletotrichum
lindemuthianum Pathosystem. Doctoral dissertation, SKUAST Kashmir.

Fauteux, F., Rémus-Borel, W., Menzies, J.G. and Bélanger, R.R. 2005. Silicon and
plant disease resistance against pathogenic fungi. FEMS Microbiology
Letters, 249(1); 1-6.

Fioreze, A.C.D.C.L., Grigolo, S., Piva, C.A.G., and Sartori, L. 2018. Common bean
landraces as potential sources of resistance to anthracnose. Pesquisa
Agropecuaria Tropical, 48(2); 126-133.

110



Fontenelle, M.R., Santana, M.F., Cnossen, A., Bazzolli, D.M., Bromonschenkel, S.H.,
de Aratijo, E.F. and de Queiroz, M.V. 2017. Differential expression of genes
during the interaction between Colletotrichum lindemuthianum and Phaseolus
vulgaris. European Journal of Plant Pathology, 147(3); 653-670.

Galvan, M.Z., Menendez-Sevillano, M.C., De Ron, A.M., Santalla, M. and Balatti, P.A.,
2006. Genetic diversity among wild common beans from northwestern
Argentina based on morpho-agronomic and RAPD data. Genetic Resources
and Crop Evolution, 53(5); 891-900.

Garrido, C., Carbu, M., Acreo, F.J., Boonham, N., Coyler, A., Cantoral, J.M., Budge, G.
2009. Development of Protocols for Detection of Colletotrichum acutatum and
Monitoring of Strawberry Anthracnose Using Real-Time PCR. Plant
Pathology, 58; 43-51.

Geetha, S.B., Subbareddy, S., Satishchandra, P., Moses, R. and Chandra, S. 2013.
Morphological and molecular screening of French bean (Phaseolus vulgaris L.)
germplasm using SCAR markers for Colletotrichum lindemuthianum (Sacc.
and Magn.) Scrib. causing anthracnose resistance. Archives of Phytopathology
and Plant Protection, 46(1); 84-97.

Geffroy, V., Creusot, F., Falquet, J., Sévignac, M., Adam-Blondon, A.F., Bannerot, H.,
Gepts, P. and Dron, M. 1998. A family of LRR sequences in the vicinity of the
Co-2 locus for anthracnose resistance in Phaseolus vulgaris and its potential
use in  marker-assisted selection. TAG Theoretical and Applied
Genetics, 96(3); 494-502.

Genchev, D., Christova, P., Kiryakov, I., Beleva, M. and Batchvarova, R. 2010.
Breeding of common bean for resistance to the physiological races of
anthracnose identified in Bulgaria. Biotechnology & Biotechnological
Equipment, 24(2); 1814-1823.

Ghareeb, H., Bozso, Z., Ott, P.G., Repenning, C., Stahl, F. and Wydra, K. 2011.
Transcriptome of silicon-induced resistance against Ralstonia solanacearum in
the silicon non-accumulator tomato implicates priming effect. Physiological
and Molecular Plant Pathology, 75(3); 83-89.

Goncalves-Vidigal, M.C. and Kelly, J.D. 2006. Inheritance of anthracnose resistance in
the common bean cultivar Widusa. Euphytica, 151; 411-419.

Gongalves, A.M.O., Gongalves-Vidigal, M.C., Vidigal Filho, P.S., Poletine, J.P.,
Lacanallo, G.F. and Coimbra, G.K. 2010. Characterization of the anthracnose
resistance gene in Andean common bean Corinthiano cultivar. Annual Report
Bean Improvement Cooperative, 53; 220-221.

Gongalves-Vidigal, M.C., Cruz, A.S., Garcia, A., Kami, J., Vidigal Filho, P.S., Sousa,
L. L., ... Pastor-Corrales, M.A. 2011. Linkage mapping of the Phg-1 and Co-1*
genes for resistance to angular leaf spot and anthracnose in the common bean
cultivar AND 277. Theoretical and Applied Genetics, 122(5); 893-903.

111



Gongalves-Vidigal, M.C., Pedro Filho, S.V., Medeiros, A.F. and Pastor-Corrales, M.A.
2009. Common bean landrace Jalo Listras Pretas is the source of a new Andean
anthracnose resistance gene. Crop Science, 49(1); 133-138.

Gonzaga, L.L., Costa, L.E.O., Santos, T.T., Aragjo, E.F. and Queiroz, M.V., 2015.
Endophytic fungi from the genus Colletotrichum are abundant in the Phaseolus
vulgaris and have high genetic diversity. Journal of Applied Microbiology,
118(2); 485-496.

Gonzalez, M., Rodriguez, R., Zavala, M.E., Jacobo, J.L., Hernandez, F., Acosta, J.,
Martinez, O. and Simpson, J. 1998. Characterization of Mexican isolates of
Colletotrichum lindemuthianum by using differential cultivars and molecular
markers. Phytopathology, 88(4); 292-299.

Gorlach, J., Volrath, S., Knauf-Beiter, G., Hengy, G., Beckhove, U., Kogel, K.H.,
Oostendorp, M., Staub, T., Ward, E., Kessmann, H. and Ryals, J. 1996.
Benzothiadiazole, a novel class of inducers of systemic acquired resistance,
activates gene expression and disease resistance in wheat. The Plant Cell, 8(4);
629-643.

Hall, R. 1994. Bean diseases, bean pathogens, bean disease control. Compendium of
Bean Diseases, 4-5 pp.

Ishikawa, F., Souza, E. and Davide, L. 2008. Genetic variability within isolates of
Colletotrichum lindemuthianum belonging to race 65 from the state of Minas
Gerais, Brazil. Biologia, 63(2); 156-161.

Ishikawa, F.H., Souza, E.A., Shoji, J.Y., Connolly, L., Freitag, M., Read, N.D. and
Roca, M.G. 2012. Heterokaryon incompatibility is suppressed following
conidial anastomosis tube fusion in a fungal plant pathogen. PloS One, 7(2);
e31175.

Jensen, B.D., Olumide Latunde- Dada, A., Hudson, D. and Lucas, J.A. 1998. Protection
of Brassica seedlings against downy mildew and damping- off by seed
treatment with CGA 245704, an activator of systemic acquired resistance. Pest
Management Science, 52(1); 63-69.

Johnson, K.B. and Temple, T.N., 2016. Comparison of methods of acibenzolar-S-
methyl application for post-infection fire blight suppression in pear and
apple. Plant Disease, 100(6); 1125-1131.

Johnson, K.B., Temple, T.N. 2017. Induction of systemic acquired resistance aids
restoration of tree health in field-grown pear and apple diseased with fire
blight. Plant Disease, 101(7); 1263-1268.

Kalendar, R., Antonius, K., Smykal, P. and Schulman, A.H. 2010. iPBS: a universal
method for DNA fingerprinting and retrotransposon isolation. Theoretical and
Applied Genetics, 121(8); 1419-1430.

Kauss, H., Seehaus, K., Franke, R., Gilbert, S., Dietrich, R.A. and Kréger, N. 2003.
Silica deposition by a strongly cationic proline- rich protein from systemically
resistant cucumber plants. The Plant Journal, 33(1); 87-95.

112



Kelly, J.D., and Vallejo, V.A., 2004. A comprehensive review of the major genes
conditioning resistance to anthracnose in common bean. HortScience, 39(6);
1196-1207.

Kelly, J.D., Gepts, P., Miklas, P.N., Coyne, D.P. 2003. Tagging and mapping of genes
and QTL and molecular marker-assisted selection for traits of economic
importance in bean and cowpea. Field Crops Research, 82(2-3); 135-154.

Kessmann, H., Staub, T., Hofmann, C., Maetzke, T., Herzog, J., Ward, E., Uknes, S.
and Ryals, J. 1994. Induction of systemic acquired disease resistance in plants
by chemicals. Annual Review of Phytopathology, 32(1); 439-4509.

Keterew, Y., Dawit, W., Selvaraj, T. and Lencho, A. 2018. Physiological
characterization and evaluation of common bean genotypes against anthracnose
(Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. and Magnus) Lams-Scriber) races in
West Shewa, Ethiopia. International Journal of Life Sciences, 6(3); 744-754.

Kim, S.G., Kim, K.W., Park, EW. and Choi, D. 2002. Silicon-induced cell wall
fortification of rice leaves: a possible cellular mechanism of enhanced host
resistance to blast. Phytopathology, 92(10); 1095-1103.

Kiptoo, G.J., Kinyua, M.G., Kiplagat, O.K., and Matasyoh, L.G. 2020. Incidence and
severity of anthracnose (Colletotrichum lindemuthianum) on selected common
bean (Phaseolus vulgaris L.) genotypes. Agricultural Research, 5; 84.

Lacanallo, G.F., Goncalves-Vidigal, M.C., Vidigal-Filho, P.S., Kami, J., Gonela, A.
2010. Mapping of an Andean gene for resistance to anthracnose in the landrace
Lallo Listras Pretas. Annual Report Bean Improvement Cooperative, 53; 96-97.

Latunde-Dada, A.O. and Lucas, J.A. 2001. The plant defence activator acibenzolar-S-
methyl primes cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp.] seedlings for rapid
induction of resistance. Physiological and Molecular Plant Pathology, 58(5);
199-208.

Lawton, K.A., Friedrich, L., Hunt, M., Weymann, K., Delaney, T., Kessmann, H.,
Staub, T. and Ryals, J. 1996. Benzothiadiazole induces disease resistance in
Arabidopsis by activation of the systemic acquired resistance signal
transduction pathway. The Plant Journal, 10(1); 71-82.

Liao, H., Yan, X., Rubio, G., Beebe, S. E., Blair, M. W. and Lynch, J.P. 2004. Genetic
mapping of basal root gravitropism and phosphorus acquisition efficiency in
common bean. Functional Plant Biology, 31(10); 959-970.

Livak, K.J. and Schmittgen, T.D. 2001. Analysis of relative gene expression data using
real-time quantitative PCR and the 2~ “*“T method. Methods, 25(4); 402-408.

Logozzo, G., Donnoli, R., Macaluso, L., Papa, R., Kniipffer, H. and Zeuli, P.S. 2007.
Analysis of the contribution of Mesoamerican and Andean gene pools to
European common bean (Phaseolus vulgaris L.) germplasm and strategies to
establish a core collection. Genetic Resources and Crop Evolution, 54(8);
1763-1779.

113



Lopez, A.M.Q. and Lucas, J.A. 2002. Effects of plant defence activators on anthracnose
disease of cashew. European Journal of Plant Pathology, 108(5); 409-420.

Lu, Z.X., Gaudet, D.A., Frick, M., Puchalski, B., Genswein, B. and Laroche, A. 2005.
Identification and characterization of genes differentially expressed in the
resistance reaction in wheat infected with Tilletia tritici, the common bunt
pathogen. BMB Reports, 38(4); 420-431.

Ma, J.F., Tamai, K., Yamaji, N., Mitani, N., Konishi, S., Katsuhara, M., Ishiguro, M.,
Murata, Y. and Yano, M. 2006. A silicon transporter in
rice. Nature, 440(7084); 688-691.

Madakbas, S.Y., Dolar, S., Bayraktar, H. and Ellialtioglu, S. 2006. Orta Karadeniz
bolgesi’nde taze fasulye yetistirilen alanlarda goriilen antraknoz hastaligi
etmenine (Colletotrichum lindemuthianum (Sacc&Magnus) Lambs. Scrib) ait
irklarin tesbiti ve bazi fasulye cesitlerinin hastaliga dayanim durumlarimin
belirlenmesi iizerinde arastirmalar. Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi
VI. Sebze  Tartmi  Sempozyumu. 19-22  Eylil 2006. (138-142);
Kahramanmaras.

Madakbas, S.Y., Hiz, M.C., Giiltekin, Y. and Sayar, M.T. 2009. STS/SCAR belirtegler
kullanilarak taze fasulye (Phaseolus vulgaris L.) hat ve ¢esitlerinde antraknoza
(Colletotrichum lindemuthianum (Sacc&Magnus) Lambs. Scrib) dayaniklilik
genlerinin tespiti tizerine arastirmalar. XV1. Biyoteknoloji Kongresi, 13-16.

Madakbas, S.Y., Hiz, M.C., Kiigiikyan, S. and Sayar, M.T. 2013. Transfer of Co-1 gene
locus for anthracnose disease resistance to fresh bean (Phaseolus vulgaris L.)
through hybridization and molecular marker-assisted selection (MAS). Journal
of Agricultural Science, 5(4); 94.

Mahmodi, F., Kadir, J.B., Puteh, A., Pourdad, S.S., Nasehi, A. and Soleimani, N. 2014.
Genetic diversity and differentiation of Colletotrichum spp. isolates associated
with Leguminosae using multigene loci, RAPD and ISSR. The Plant Pathology
Journal, 30(1); 10.

Mahuku, G.S. and J.J. Riascos. 2004. Virulence and molecular diversity within
Colletotrichum lindemuthianum isolates from Andean and Mesoamerican bean
varieties and regions. Eur. J. Plant Pathol., 110; 253-263.

Maibam, N., Chandra, S., Baiswar, P., Majumder, D. and Saikia, K. 2015. Host Plant
Resistance and Yield Loss due to Anthracnose caused by Colletotrichum
lindemuthianum in French Bean (Phaseolus vulgaris). Indian Journal of Hill
Farming, 28(1).

Maios, C. 2006. Expression of defence-related genes in sugar beet plants infected with
Rhizoctonia solani and treated with benzo-(1, 2, 3)-thiadiazole-7-carbothioic
acid S-methyl ester (BTH). Doctoral dissertation. McGill University, Canada.

Martinez-Aguilar, K., Ramirez-Carrasco, G., Hernandez-Chavez, J.L., Barraza, A. and
Alvarez-Venegas, R. 2016. Use of BABA and INA as activators of a primed
state in the common bean (Phaseolus vulgaris L.). Frontiers in Plant
Science, 7.

114



Martiniano-Souza, M.C., Gongalves-Vidigal, M.C., Lacanallo, G.F., Costa, A.F.,
Vidigal Filho, P.S., Dartibale, G.B., ... Felipin-Azevedo, R. 2017. Genetic
variability of Colletotrichum lindemuthianum by sequencing its regions.

Mayo, S., Cominelli, E., Sparvoli, F., Gonzalez-Lopez, O., Rodriguez-Gonzalez, A.,
Gutiérrez, S. and Casquero, P.A. 2016. Development of a qPCR strategy to
select bean genes involved in plant defense response and regulated by the
Trichoderma velutinum—Rhizoctonia solani interaction. Frontiers in Plant
Science, 7; 1109.

Mayo, S., Gutierrez, S., Malmierca, M.G., Lorenzana, A., Campelo, M.P., Hermosa, R.
and Casquero, P.A. 2015. Influence of Rhizoctonia solani and Trichoderma
spp. in growth of bean (Phaseolus vulgaris L.) and in the induction of plant
defense-related genes. Frontiers in Plant Science, 6; 685.

Méndez-Vigo, B., Rodriguez-Suarez, C., Paneda, A., Ferreira, J.J. and Giraldez, R.
2005. Molecular markers and allelic relationships of anthracnose resistance
gene cluster B4 in common bean. Euphytica, 141(3); 237-245.

Métrauxs, J.P. 2001. Systemic acquired resistance and salicylic acid: current state of
knowledge. European Journal of Plant Pathology, 107(1); 13-18.

Meziadi, C., Richard, M.M., Derquennes, A., Thareau, V., Blanchet, S., Gratias, A.,
Pflieger, S. and Geffroy, V., 2016. Development of molecular markers linked
to disease resistance genes in common bean based on whole genome sequence.
Plant Science, 242; 351-7.

Mota, S.F., Barcelos, Q.L., Dias, M.A. and Souza, E.A. 2016. Variability of
Colletotrichum spp. in common bean. Genetics and Molecular Research, 15
(2); 15027176.

Motallebi, P., Tonti, S., Niknam, V., Ebrahimzadeh, H., Pisi, A., Nipoti, P., Hashemi,
M. and Prodi, A. 2017. Induction of basal resistance by methyl jasmonate
against  Fusarium  culmorum in  bread wheat. Cereal Research
Communications, 45(2); 248-259.

Okubara, P.A., Schroeder, K.L. and Paulitz, T.C. 2005. Real-Time Polymerase Chain
Reaction: Applications to Studies on Soilborne Pathogens. Canadian Journal of
Plant Pathology, 27(3); 300-313.

Oliveira, M.B., de Andrade, R.V., Grossi-de-Sa, M.F., and Petrofeza, S. 2015b.
Analysis of genes that are differentially expressed during the Sclerotinia
sclerotiorum-Phaseolus vulgaris interaction. Frontiers in Microbiology, 6;
1162.

Oliveira, M.B., Junior, M.L., Grossi-de-Sa, M.F. and Petrofeza, S. 2015a. Exogenous
application of methyl jasmonate induces a defense response and resistance
against Sclerotinia sclerotiorum in dry bean plants. Journal of Plant
Physiology, 182; 13-22.

Oostendorp, M., Kunz, W., Dietrich, B. and Staub, T. 2001. Induced disease resistance
in plants by chemicals. European Journal of Plant Pathology, 107(1); 19-28.

115



Ozer, G., Sameeullah, M., Bayraktar, H. and Gére, M.E. 2017. Genetic diversity among
phytopathogenic Sclerotiniaceae, based on retrotransposon molecular markers.
Phytopathologia Mediterranea, 56(2); 251-258.

Ozer, G., Imren, M., Alkan, M., Paulitz, T. C., Bayraktar, H., Palacioglu, G., ...
Dababat, A.A. 2020. Molecular and pathogenic characterization of
Cochliobolus anamorphs associated with common root rot of wheat in
Azerbaijan. Phytopathologia Mediterranea, 59(1); 147-158.

Padder, B.A., Kamfwa, K., Awale, H.E. and Kelly, J.D. 2016. Transcriptome profiling
of the Phaseolus vulgaris-Colletotrichum lindemuthianum pathosystem. PloS
One, 11(11); p.e0165823.

Padder, B.A., Sharma, P.N., Awale, H.E. and Kelly, J.D. 2017. Colletotrichum
lindemuthianum, the causal agent of bean anthracnose. Journal of Plant
Pathology, 317-330.

Padder, B.A., Sharma, P.N., Sharma, O.P. and Kapoor, V. 2007. Genetic diversity and
gene flow estimates among five populations of Colletotrichum lindemuthianum
across Himachal Pradesh. Physiological and Molecular Plant Pathology, 70(1);
8-12.

Palacioglu, G., Bayraktar, H. and Ozer, G. 2020. Genetic variability of Colletotrichum
lindemuthianum isolates from Turkey and resistance of Turkish bean
cultivars. Spanish Journal of Agricultural Research, 18(3); 3.

Pastor-Corrales, M.A., Otoya, M.M., Molina, A. and Singh, S.P. 1995. Resistance to
Colletotrichum lindemuthianum isolates from Middle America and Andean
South America in different common bean races. Plant Disease, 79(1); 63-67.

Peksen, E. ve Artik, C. 2005. Antibesinsel maddeler ve yemeklik tane baklagillerin
besleyici degerleri. Anadolu Tarim Bilimleri Dergisi, 20(2); 110-120.

Pinto, J.M.A., Pereira, R., Mota, S.F., Ishikawa, F.H. and Souza, E.A. 2012.
Investigating phenotypic variability in Colletotrichum lindemuthianum
populations. Phytopathology, 102(5); 490-497.

Polanco, L.R., Rodrigues, F.A., Moreira, E. N., Duarte, H.S.S., Cacique, I.S., Valente,
L. A, ... Vale, F.X.R. 2014a. Management of anthracnose in common bean by
foliar sprays of potassium silicate, sodium molybdate, and fungicide. Plant
Disease, 98(1); 84-89.

Polanco, L.R., Rodrigues, F.A., Nascimento, K.J., Cruz, M.F., Curvelo, C.R., DaMatta,
F.M. and Vale, F.X. 2014b. Photosynthetic gas exchange and antioxidative
system in common bean plants infected by Colletotrichum lindemuthianum and
supplied with silicon. Tropical Plant Pathology, 39(1); 35-42.

Polanco, L.R., Rodrigues, F.A., Nascimento, K.J.T., Shulman, P., Silva, L.C., Neves, F.
W., and Vale, F.X.R. 2012. Biochemical aspects of bean resistance to
anthracnose mediated by silicon. Annals of Applied Biology, 161(2); 140-150.

Pourmahdi, A. and Taheri, P. 2015. Genetic diversity of Thanatephorus cucumeris
infecting tomato in Iran. Journal of Phytopathology, 163(1); 19-32.

116



Pritchard, J.K., Stephens, M., Donnelly, P. 2000. Inference of population structure using
multilocus genotype data. Genetics, 155(2); 945-959.

Rahman, A., Wallis, C.M. and Uddin, W. 2015. Silicon-induced systemic defense
responses in perennial ryegrass against infection by Magnaporthe
oryzae. Phytopathology, 105(6); 748-757.

RL Conner, Y.D., Balasubramanian, P., Yu, K., Park, S.J., Penner, W.C., and Yager, L.
M. 2007. Phenotypic and genotypic identification of anthracnose resistance in
kidney bean cultivars grown in western Canada. Canadian Journal of Plant
Science, 87(2); 405-412.

Rodrigues, F.A., Polanco, L.R., Duarte, H.S.S., Resende, R.S. and Vale, F.X.R. 2015.
Photosynthetic gas exchange in common bean submitted to foliar sprays of
potassium silicate, sodium molybdate and fungicide and infected with
Colletotrichum lindemuthianum. Journal of Phytopathology, 163(7-8); 554-
559.

Rohlf, F.J. 1998. Numerical taxonomy and multivariate analysis system version
2.0. New York: Exeter Publishing.

Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T. Molecular Cloning, a Uaboratory Manual
1989. 2nd edn Cold Spring Harbor. NY: Cold Spring Harbor Laboratory.

Schoonhoven AV, Pastor-Corrales MA, 1987. Standard system for the evaluation of
bean germplasm. Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT),
Apartado Areo 6713, Cali, Colombia. 56 pp.

Sharma, P.N., Padder, B.A., Sharma, O.P., Pathania, A. and Sharma, P. 2007.
Pathological and molecular diversity in Colletotrichum lindemuthianum (bean
anthracnose) across Himachal Pradesh, a north-western Himalayan state of
India. Australasian Plant Pathology, 36(2); 191-197.

Shetty, R., Fretté, X., Jensen, B., Shetty, N. P., Jensen, J. D., Jorgensen, H. J. L., ... and
Christensen, L.P. 2011. Silicon-induced changes in antifungal phenolic acids,
flavonoids, and key phenylpropanoid pathway genes during the interaction
between miniature roses and the biotrophic pathogen Podosphaera
pannosa. Plant Physiology, 157(4); 2194-2205.

Si- Ammour, A., Mauch- Mani, B. and Mauch, F. 2003. Quantification of induced
resistance against Phytophthora species expressing GFP as a vital marker: -
aminobutyric acid but not BTH protects potato and Arabidopsis from
infection. Molecular Plant Pathology, 4(4); 237-248.

Sicard, D., Michalakis, Y., Dron, M. and Neema, C. 1997. Genetic diversity and
pathogenic variation of Colletotrichum lindemuthianum in the three centers of
diversity of its host, Phaseolus vulgaris. Phytopathology, 87(8); 807-813.

Silva, C.R., Gongalves-Vidigal, M.C., Garcia, A., Vidigal Filho, P.S., Gonela, A. 2009.
Identification of a Molecular Marker Linked to Co-11 Anthracnose Resistance
Gene in Common Bean. Cooperative, 46.

117



Sneath, P.H. and Sokal, R.R. 1973. Numerical taxonomy. The principles and practice of
numerical classification.

Souza, E.A., Camargo Jr, O.A. and Pinto, J.M. 2010. Sexual recombination in
Colletotrichum lindemuthianum occurs on a fine scale. Genetics and Molecular
Research, 9(3); 1759-1769.

Souza, T.L.P.O., Wendland, A., Rodrigues, M. S., Almeida, L.C.S., Correia, F.R.,
Rodrigues, L.A., ... Melo, L.C. 2014. Anthracnose resistance sources to be
explored by the common bean breeding programs in Brazil. Embrapa Arroz e
Feijao-Artigo em periodico indexado (ALICE).

Sutton, B.C. 1992. The genus Glomerella and its anamorph Colletotrichum. The genus
Glomerella and its anamorph Colletotrichum., 1-26.

Sehirali, S. 1988. Yemeklik dane baklagiller. Ankara Universitesi Z.F. Yaymi, No:
1089, 314 s., Ankara.

Thomas- Sharma, S., Leebens- Mack, J.H., and Scherm, H. 2017. Marker gene
overexpression in flowers treated with resistance inducers does not correlate
with  protection against flower- infecting fungi in tomato and
blueberry. Journal of Phytopathology, 165(1); 53-63.

Todd, A.R., Donofrio, N., Sripathi, V.R., McClean, P.E., Lee, R.K., Pastor-Corrales, M.
and Kalavacharla, V.K. 2017. Marker-assisted molecular profiling, deletion
mutant analysis, and rna-seq reveal a disease resistance cluster associated with
Uromyces appendiculatus infection in common bean Phaseolus vulgaris
L. International Journal of Molecular Sciences, 18(6); 1109.

Trabanco, N., Campa, A. and Ferreira, J.J. 2015. Identification of a new chromosomal
region involved in the genetic control of resistance to anthracnose in common
bean. The Plant Genome, 8(2); plantgenome2014-10.

Tripathi, D., Jiang, Y.L. and Kumar, D. 2010. SABP2, a methyl salicylate esterase is
required for the systemic acquired resistance induced by acibenzolar-S-methyl
in plants. FEBS Letters, 584(15), 3458-3463.

Tryphone, G.M., Chilagane, L.A., Protas, D., Kusolwa, P.M. and Nchimbi-Msolla, S.
2013. Marker assisted selection for common bean diseases improvements in
Tanzania: Prospects and future needs. Plant breeding from laboratories to
fields. Intech, 121-147.

Vallejo, V. and Kelly, J. D. 2001. Development of a SCAR marker linked to Co-5 locus
in common bean. Annual Report-bean Improvement Cooperative, 44; 121-122.

Van Bockhaven, J., Spichal, L., Novak, O., Strnad, M., Asano, T., Kikuchi, S., ... De
Vleesschauwer, D. 2015. Silicon induces resistance to the brown spot fungus
Cochliobolus miyabeanus by preventing the pathogen from hijacking the rice
ethylene pathway. New Phytologist, 206(2); 761-773.

Vasconcellos, R.C.C., Lima, T.F.C., Fernandes-Brum, C.N., Chalfun-Junior, A. and
Santos, J.B. 2016. Expression and validation of PvPGIP genes for resistance to

118



white mold (Sclerotinia sclerotiorum) in common beans (Phaseolus vulgaris
L.). Genetics and Molecular Research, 15(11).

Vieira, A.F., Almeida, L.C.S., Rodrigues, L.A., Costa, J.G.C., Melo, L.C., Pereira, H.S.,
... Souza, T.L.P.O. 2018. Selection of resistance sources to common bean
anthracnose by  field phenotyping and DNA  marker-assisted
screening. Embrapa Arroz e Feijao-Artigo em periodico indexado (ALICE).

Walters, D., Newton, A.C. and Lyon, G. (Eds.). 2007. Induced resistance for plant
defence: a sustainable approach to crop protection. John Wiley & Sons.

Wang, Z., Huang, S., Jia, C., Liu, J., Zhang, J., Xu, B., and Jin, Z. 2013. Molecular
cloning and expression of five glutathione S-transferase (GST) genes from
Banana (Musa acuminata L. AAA group, cv. Cavendish). Plant Cell
Reports, 32(9); 1373-1380.

Wang, M., Gao, L., Dong, S., Sun, Y., Shen, Q. and Guo, S. 2017. Role of silicon on
plant—pathogen interactions. Frontiers in Plant Science, 8; 701.

Xue, R., Wu, J., Zhu, Z., Wang, L., Wang, X., Wang, S. and Blair, M.W. 2015.
Differentially expressed genes in resistant and susceptible common bean
(Phaseolus vulgaris L.) genotypes in response to Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli. PL0oS One, 10(6); e0127698.

Yeh, F.C., Yang, R.C., Boyle, T.B., Ye, Z.H., Mao, J.X. 1999. POPGENE version 1.32,
the user-friendly shareware for population genetic analysis. Molecular Biology
and Biotechnology Centre, University of Alberta, Canada.

Young, R.A. and Kelly, J.D. 1997. RAPD markers linked to three major anthracnose
resistance genes in common bean. Crop Science, 37(3); 940-946.

Zhao, Y., Thilmony, R., Bender, C.L., Schaller, A., He, S.Y., and Howe, G.A., 2003.
Virulence systems of Pseudomonas syringae pv. tomato promote bacterial
speck disease in tomato by targeting the jasmonate signaling pathway. The
Plant Journal, 36(4); 485-499.

119





