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Ozet

Tilletia foetida (\aevis) ve Tilletia caries (tritici), Tirkiye bugdaylarda stirme hastalifina neden olan en yaygin
fungal patojenlerdir. Hastaliga kars1 miicadelede dayamkli bugday gesitlerinin geligtirilmesi hem ekonomik hem
de gevresel olarak énemli avantajlar salamaktadir. Bu cahismada, siirme hastaligma karg1 dayanikh ve duyarl
on bir ekmeklik bugday gesidi galisma materyali olarak kullanilmis ve bu orneklerin genetik gesitliliklerinin
ortaya konulmasi amaglanmustir. Genetik gesitliligi belirlemek igin on ISSR (Basit Dizi Tekrarlarn Aras)
markort  kullanilmustir.  Bupday  gesitlerinden  alman  yaprak  omeklerinden klasik CTAB
(Cetyltrimethylammoniumbromide)-DNA izolasyon yontemiyle DNA. izolasyonlar: gergeklestirilmigtir. 1zole
edilen DNA'lar kalp olarak kullanilarak her bir ISSR primeri ile PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
kurulmustur. PCR islemi sonucu amplifiye olan DNA pargalan % 1.2'lik agaroz jelde ytiritalmis ve elde edilen
bant'lar jel dokiimantasyon sistemi ile fotograflanmugtir. Bugday gesitlerinin filogenetik analizi, PCR {irinlerinin
bant sonuglarindan binary yontemiyle elde edilen veriler ile UPGMA metodu kullanilarak yapilmustir. Jaccard
Benzerlik Matrix'i kullanilarak bugday cesitleri arasindaki yakinlik ve uzakhign gosteren filogenetik agag
olugturulmugtur. Filogenetik analiz verileri ile sirme hastahga karst direng durumlan arasindaki olasi
korelasyon, kargilastirma yapilarak arastirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ekmeklik Bugday, Dayamkhlik, 7illetia foetida, Tilletia caries, Sirme, ISSR Markoril

Determination of Genetic Diversity in Resistant and Sensitive Bread Wheats Against
Common Bunt with ISSR Markers

Abstract

Tilletia foetida (laevis) ve Tilletia caries (triticr) are most epidemic fungal pathogens causing common bunt
disease in wheat in Turkey. Development of resistant wheat varieties against this disease provides important
advantages as both economically and environmental. In this study, the resistant and sensitive eleven bread wheat
varieties against common bunt disease were used as work material and determination of genetic diversity of
these samples was aimed. Ten ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) markers were used for determination of
genetic diversity. DNA isolations from leaf samples of wheat varieties were carried with classic CTAB
(Cetyltrimethylammoniumbromide)-DNA isolation method. PCR (Polymerase Chain Reaction) process was
carried with ISSR primers using isolated DNA samples. Amplified DNA fragments using PCR rocIe)ss were run
on the 1.2 % agarose gel and obtained bands were photographed with gel documentation systgm Phylogenetic
analysis of wheat varieties were carried with UPGMA methods, using obtained data with bin - method from
band results of PCR yields. Phylogenetic tree showing similarity and distance among wheat va:aigics was drawn
using Jaccard Similarity Matrix. The possible correlation between phylogenetic analysis data and resistance rates
against common bunt was investigated with comparison process.

Keywords: Bread Wheat, Resistance, 7i/letia foetida, Tilletia caries, Common Bunt, ISSR Marker




Ulkemizde bugdayin snemli hastaliklarmdan biri sirmedir (Ozkan, 1956; iren, 1962).
Siirme hastali1 etmeni olan 7 fpetida Kuhn (syn. 7. Jevis, T. laevis (Wallr) Liro, 7. foetens
(Berk. & Curt.) Schoert) ve Tilletia carjes (Bjerk.) Wint. (syn. 7. tiritici (DC) Tul)
bugdaylarda 6nemli verim kayiplarma ve iiriin kalitesinin azalmasi neden olan iki mantar
tiriidiir (Goates ve ark., 1996; Cristina ve ark., 2007; Nagy ve Moldovan, 2007). Hastalikla 2-
3 wil micadele yapilmadigi durumlarda % 90'lara varan oraninda zarar yaptigi
bildirilmektedir (Gassner ve Goydiin, 1938; Bremer, 1948).

Hastalikla, kimyasal ila¢ kullanarak yada dayamikli bugday hatlari gelistirilerek
miicadele edilmektedir. Bugday tohumlarmmn 2-3 yil ilaglanmamas1 durumunda % 90'a varan
oranda iiriin kayb1 olmaktadir (Gassner ve Goydiin, 1938; Bremer, 1948). Ancak, kimyasal
ilag kullanim gevreye zarar vermesi, ekonomik olmamast ve organik tarimda agisindan uygun
olmamasi sebebiyle tercih edilmemektedir. Verim kayiplarmi 6nlemek igin atilacak diger bir
adim ise hastalia karsi dayanikhi bugday hatlarinin gelistirilmesidir. Bugdaylarda siirme
hastahigna karsi1 dayaniklilik bt (btl, bt2, bt3, bt4, btS, bt6, bt7, bt8, bt9, bt10, btl1, btl2,
bt13, bt14, bt15) genleriyle kontrol edilmektedir (Matanguihan ve Murphy, 2011).

Direng kaynaklari, kiiltiirii yapilan gesitlerde 1slah programlar igin 6nemli bir aragtir. Klasik
islah siirecinde siirmeye direng, dogal ve yapay gevre kosullar: altinda seleksiyon yapilarak
degerlendirilmektedir (Cota ve ark., 2010). Klasik bitki 1slah1, melezleme sonucu elde edilen
ve acgilim gosteren doller arasindan istiin  genotiplerin fenotipik reaksiyonlarina

dayanmaktadir. Ancak, genotip Ve ¢evIe etkilesiminden dolayr bu uygulama oldukga

zorlasmaktadir. Markor destekli seleksiyonla, klasik bitki 1slahinda karsilasilan bu sorunlara

alternatif gelistirmek olasidir (Giileg ve ark., 2010). .
Molekiiler markorlerin, bitki tiirlerinin genetik ¢e

oldugy kamitlanmustir (Kellerhals ve ark., 2000) Yapilan gahsmalarda, moleller markdrlerin
ugu kani ¥ gen bankalar tarafindan kullanilabilecek

gitliligini belirlemede iyi bir teknik

genetik kaynaklarin varyasyonunu tespit. etmede

5 . » - 0 ;
vararl bir arag oldugu da belirtilmistir (Giileg ve ark., 2010) - L |
B hastaligina karst dayanikli ve hassas bugday cesitlerinin genetik

u ¢aligmada, sirme ha

akinliklar1 ISSR-PCR yﬁntemi ile belirlenmesi ve olusturulan filogenetik aga¢ ile bugday
Yakinliklar: -
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cesitlerinin, patojen viriilensine karg: genotipik esitliliklerine bagh olarak agag iizerinde nasil

gruplandiklarim tespit etmek amaglanmugtir.

MATERYAL VE METOT

Caliyma materyali
Caligmada, Eskisehir Gegit Kusag1 Tarimsal Aragtirma Enstitiisiinden temin edilen 11

adet ekmeklik bugday cesidi ve karigik siirme izolatlan materyal olarak kullanilmistir (Tablo
1).

Tablo 1. Tarla denemelerinde kullanilan bugday gesitleri ve kullanilan hastalik etmenleri

CESITLER CESIT NO SURME IZOLATLARI

IKIZCE 1 T. foetida, T. caries

MUFITBEY 2 1. foetida, T. caries

YAYLA 305 & T. foetida, T. caries

KIRAC 66 4 T. foetida, T. carres |
SOYER 02 5 T. foetida, T. caries |
SULTAN 95 6 T. foetida, T. caries

ALPU 01 T T. foetida, T. caries

NACIBEY 8 T. foetida, T. caries

PI178383 9 T. foetida, T. caries

M732154 10 T. foetida, T. caries

ALTAY 2000 11 T. foetida, T. caries

DNA izolasyonu

Alman yaprak omekleri molekiiler ¢alismalar igin -20 °C de muhafaza edilmisgtir.
Genomik DNA izolasyonu i¢in 2XCTAB yontemi kullamlmigtir (Doyle ve Doyle, 1987). Bu
yonteme gore; 300 mg taze yaprak dokusu siv1 azotla toz haline getirilmistir. Toz halindeki
numuneler ependorf tiiplerine alinarak CTAB soliisyonu eklenmigtir. Omekler su banyosunda
yaklagik 30 dk. bekletildikten sonra ependorf tiiplerine kloroform:izoamilalkol (24:1) (Sigma)
eklenerek 10000 rpm'de 10 dk. santrifiijleme islemi yapilmustir. Santrifiijlenen 6meklerin iist
fazlan alinarak yeni ependorf tiiplerine aktanlmigtir. Tiiplerin tizerine izopropanol (Sigma)
eklenerek 2 saat -20 °C'de bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda &rekler 7500 rpm de 5 dk.
santrifiijlenerek ependorf tiipiiniin dibinde DNA peleti olusumu saglanmigtir. DNA pelet
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olusumundan sonra Izopropanol dokiilerek ornekler alkol ile yikanmus ve oda 1sisnda

kurutulmugtur. Kurutulan peletlerin her biri DNA'ya zarar vermeyecek sekilde saf su *
¢ozilmiistiir,

ISSR- PCR

Bugday ve siirme 6meklerinin ISSR-PCR analizi icin, dizi bilgileri British Colombia
Universitesi Biyoteknoloji Laboratuvarindan (Kanada) temin edilen 15 farkli ISSR primeri
taranmig ve bu primerlerden 10 tanesi yiiksek oranda polimorfizm gostermesinden dolay1
genetik gesitligi belirlemede kullamlmistir (Tablo 2).

Her bir reaksiyon (25 pl), 2,5 mM MgCI2 (Fermentas), 0.2 mM dNTP (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), (Fermentas), 1 pM Primer (Sigma ), 1 U TaqPolymerase (Fermentas), 2,5 ul 10XPCR
tampon (Fermentas), 10 ng genomik DNA igermektedir.

PCR reaksiyonu; 95 °C 4 dakika 6n denatiirasyon, 94 °C 45 saniye denatiirasyon, 40-
65 °C aras1 farkli primerler igin 45 saniye oturma 1s1s1, 72 °C 90 saniye uzama ve 72 °C 7
dakika final uzamas: seklinde 45 dongii olarak Techne TC Plus thermal cycler (Techne Inc.,
Amerika) cihazinda gergeklestirilmistir. Tiim reaksiyonlar 3 tekrar geklinde
gergeklestirilmistir. PCR tiriinleri, Etidyum Bromiir (0.5 pg/mL) igeren % 1.2'lik agaroz jelde
yiiriitiilmiistiir. Yiiriitme iglemi tamamlandiktan sonra olusan bant profilleri U.V.
transilliminatér altinda gozlemlenmis ve Gel Logic 212Pro (Carestream, Amerika) jel
dékiimantasyon sistemi kullamlarak fotograflanmistir. PCR sonrasinda olusan bantlarn
biiyiikliikleri 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas) kullanilarak kiyaslanmigtir.

Tablo 2. Taranan ISSR primerleri ve tarama sonuglan.

Primer Kodu | Primerin Dizisi (5°...3") TA°C Sonug

1 | ISSR-01 GAGAGAGAGAGAGAGG 52.8 -

2| ISSR-02 GAGAGAGAGAGAGAGAT St oot

3 | ISSR-10 GGGTGGGTTGGGGIG — pomortik

4 ISSR-829 TCTCTCTCTCTCTCTCG 528 Polimorfik

5 ISSR-847 CACACACACACACACARC 937 Polimorfik

6 | ISSR-861 ACCACCACCACCACCACC - ook

7 | ISSR-866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC = popmorfik

8 TSSR-890 CCGCCGCCGCCGCCGLCG o Fomorik

9 ISSR-08 GTGCOTGCGTGCGTGE ¥ Fonimorfik

10| ISSR-06 GAGAGAGAGAGAGAGAC L Folimorik

11| ISSR-814 CTCICICTCICICICTA = somorlk_

12 | ISSR-819 CACACACACACACACAG e s e

13| ISSR-862 AGCAGCAGCAGCAGCAGC 60.5 o el
12 TISSR7 GACAGACAGACAGACA e i

15| ISSR9 GGATGGATGGATGGAT 49.2 Somug gikmads
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Veri analizi
Elde edilen bantlar Phoretix1DPro program ile analiz edilerek, var (1) ya da yok (0)
seklinde (Binary yontemine gore) degerlendirilmisti. UPGMA yontemine gore Jaccard
benzerlik ve mesafe matrisi olusturulmug, elde edilen veriler ile filogenetik aga¢ ¢izimi
gerceklestirilmistir.
Etmenin patojenisite etkisini belirlemek i¢cin bugday ceyitlerinin ekilmesi
Bugday cesitlerinde siirme hastalik oranlarmm belirlenmesi icin yapilan denemeler
2011-2012 yillannda Eskisehir Gegit Kugagi Tarmmsal Arastirma Enstitiisii tarlalarinda
kurulmustur. Cesitler Im X 1m boyutlarindaki parsellere, sira aras1 30 cm ve bloklar arasinda
50 cm mesafe kalacak sekilde ekilmistir. Hastalik oranlart Hoffman ve Kendrick (1968)
skalasi ile degerlendirilmistir. Buna gore % 11 den yiiksek oranda hastalik belirlenen cesitler
hassas olarak degerlendirilmistir.

SONUCLAR

Bugday cesitlerinde genetik cesitliligi belirlemek, DNA diizeyindeki genetik
farkliliklan ve benzerlikleri tespit etmek igin 10 ISSR primerleri kullanilarak yapilan PCR
calismalar1 sonucunda toplam 289 DNA bant elde edilmistir. Rastgele segilen 3 ISSR
primerinin bantlagsmas: Sekil 1' de gosterilmistir. Elde edilen bantlarin tamami polimorfik
olup polimorfizm oram1 % 100 diir. En yiiksek bantlasma 37 DNA bant'1 ile ISSR-866 ve
ISSR-8 primerlerinde goriilirken, en az bantlasma 15 DNA bant1 ile ISSR-890 no.'lu
primerinde goriilmiistir (Tablo 3). Elde edilen bu bantlardan UPGMA y&ntemine gore
Jaccard benzerlik ve mesafe matrisi olusturulmus (Sekil 2), filogenetik agac¢ ¢izimi
gergeklestirilmistir (Sekil 3).
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Sekil 1. 11 bugday gesidine ait ISSR-8, ISSR-1 ve ISSR-899 ile primerleri kullamlarak elde edilen bant
goruntileri. M: 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas), 1-11:Bugday cesitleri, N: Negatif kontrol

No— -4 2 3 4 5

1 1 0.175 0.115 0.091 0.099
2 1 0.156 0.091 0.130
3 1 0.154 0.130
4 1 0.120
5 1

6

7

8

;)

10

11

6

0.096
0.152
0.162
0.116
0.149
1

T

0.081
0.133
0.133
0.173
0.185
0.139
1

8

0.089
0.172
0.136
0.158
0.189
0.184
0.228
1

9

0.087
0.107
0.103
0.161
0.174
0.107
0.163
0.198

10
0.159
0.112
0.132
0.156
0.148
0.124
0.188
0.178
0.161
1

11

0.115
0.094
0.096
0.156
0.141
0.124
0.152
0.184
0.169
0.193

84

Sekil 2. Jaccard Benzerlik Matriksi: 1.Ikizee, 2.Mufitbey, 3.Yayla, 4.Kirac66, 5.Soyer02, 6.Sultan95, 7.Alpu01,
8 Nacibey, 9. PI178383, 10. M732154, 11. Altay 2000

siirme hastalik
oranlan %
T Altay2000 2797
— MIR2154 0
— PII78383 O
L0 g pee—Nacibey 0
L 10 Ll A0l 7
— Soyer02 35
Kirac66 1
— Sultan9s 1985
- Yayh 817
— Mufitbey 17
— lkize 380

Sekil 3 UPGMA cluster analizi ile elde edilen bugday gesitlerinin genetik ¢esitliligini gosteren dendogram.



—
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Yapilan tarla ¢alismalari sonucunda bugday gesitlerinin siirmeye karg1 hastalik oranlan
belirlenmistir (Tablo 4). Miifitbey, Kirag66, Nacibey, P1178383 ve M732154 gesitleri
hastahga karsi % 100'e varan oranda dayamklilik gosterirken, Yayla305'in % 87.37 ve

AlpuOl'in ise % 71.34 oraminda hastaliga karst hassas gesitler oldugu tespit edilmistir.

Tablo 3. Bugday ¢esitlerinde10 ISSR primeri kullanilarak elde edilen bantlagma sonuglar1.

Primer No | Primerin Dizisi (5°...3") Toplam Polimorfik Monomorfik | Polimorfizm
Bant Sayis1 | Bant Sayisi Bant Sayis1 | Orani (%)
ISSR-01 GAGAGAGAGAGAGAGG 29 29 - 100
ISSR-02 GAGAGAGAGAGAGAGAT 26 26 - 100
ISSR-10 | GGGTGGGTTGGGGTG 31 31 - 100
ISSR-829 | TCT CTC TCT CTC TCT CG 31 31 - 100
ISSR-847 | CAC ACA CAC ACA CAC ARC AL 27 - 100
ISSR-861 | ACC ACC ACC ACC ACC ACC > 25 - 100
ISSR-866 | CTC.CTC CICCTC CTC CIC 37 37 - 100
ISSR-890 | CCG CCG CCG CCG CCG CCG 15 15 - 100
ISSR-08 GTGCGTGCGTGCGTGC 37 53 - 100
ISSR-06 GAGAGAGAGAGAGAGAC 31 31 - 100
Tablo 4. Yapilan tarla ¢alismalan sonucunda elde edilen siirme hastalik oranlar,
No Cesit/Melez Bugday Tipi Siirme Hastahk
Reaksiyonu_
’l]‘;plal:n Siirmeli Siirme hastahk
1 Ikizce 96 TARM/ANK  Ekmeklik Bugday aszalo Baga;k o:;;nsl% S
2 Miifitbey ATAEM/ESK  Ekmeklik Bugday 169 3 1 7 R
3 Yayla305 ATAEM/ESK Ekmeklik Bugday 198 173 87.37 S
4 Kirag66 ATAEM/ESK ~ Ekmeklik Bugday 196 2 1 R
5 Soyer02 ATAEM/ESK  Ekmeklik Bugday 185 49 35 S
6 Sultan 95 ATAEM/ESK  Ekmeklik Bugday 136 27 19.85 S
7 Alpu2001  ATAEM/ESK  Ekmeklik Bugday 178 127 71.34 S
8 Nacibey ATAEM/ESK  Ekmeklik Bugday 137 0 0 R
9 PI178383 ICARDA Ekmeklik Bugday 127 0 0 R
10 M732154 ICARDA  Ekmeklik Bugday 118 0 0 R
11 Altay2000 ATAEM/ESK Ekmeklik Bugday 168 47 S &
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TARTISMA

PCR temelli molektller DNA markérii olan 1SSR (Inter Simple SequenceRepeat) basit
dizi tekrarlart olarak da tamimlanmaktadir, Furan ve Yiice'nin 2009 yilinda yaptiklar bir
gahgmada, ISSR markorleri kullanarak ekmeklik bugdaylardaki polimorfizm ile sar pasa
dayaniklilifmn iligkisini ortaya gikarmayr amaglamiglardir. 5 I1SSR primerinden elde ettikleri
sonuglardan, dayamkl ve duyarli bitkilerin farkli bantlagmalara sahip olduklarini
gozlemlemiglerdir (Furan ve Yiice'nin 2009), Khavarinejad ve ark.'mn 2013 yihnda 10
buiday g¢egidi Gzerinde yaptiklari bir ¢aligmada da, 6 RAPD markérli kullanarak 33
polimorfik allel tespit ederken ve 5 SSR markorii ile 17 polimorfik allel tespit etmiglerdir.
(Khavarinejad ve ark., 2013). Fakat her iki galigmada da dayamkhlig dofrudan gosteren
spesifik bir markér gen varlify teyit edilememistir, Bu galigmada, stirmeye kargi reaksiyonlan
agisindan dayanikli ve hassas durumlari daha énceden bilinen 11 ekmeklik bugday gesidi
kullanilmigtir, Bugday 6meklerinin genetik gesitliligini belirlemek igin 10 ISSR markérii
kullamlarak PCR reaksiyon sonuglan kargilagtirilmig ve bir filogenetik afa¢ olugturulmugtur.
Elde edilen bulgular sonucunda, UPGMA yontemi ile gizilen filogenetik afiag tizerinde 2 ana
ve bunlara bagh 4 alt grup oldugu goriilmustiir (sekil 3). Alt gruplarda kiimelenme gosteren
gesitlerin genotip olarak birbirine en yakin gegitler oldugu distntilmektedir. Bu 4 alt
gruplardan altay2000, M732154, P1178383, Nacibey, Alpu0Ol, Soyer02 gesitleri birinci alt
grubun iginde benzer genotipe sahip kiimelenmeler gosterirken, 2. alt grubu olugturan kirag66
cesidi tek bagina bir grup olugturarak 1. alt gruptan ayriimugtir. Birinci ana gruptan genotipik
farkliliklar gostererek aynlan ikinci ana grubu ise Sultan ve Yayla gegitleri (3. alt grup) ve
Miifitbey ve ikizce gesitleri (4. alt grup) olugturmugtur.

Siirme hastaligina % 100 oraminda dayanikli olan M732154 ile % 72 oraninda
dayanikli oldugu belirlenen Altay2000 gegidinin hem genotipik hem de fenotipik olarak
benzer olduklari, birinci ana grubun iginde aym alt grupta bulunmalar ile tespit edilmistir.
Yine bu alt grubun iginde P1178383, Nacibey, Alpu01 ve Soyer02 gesitlerinin benzer genetik
cegitlenme gostermelerine ragmen alpu01 bufday gesidinin % 71 oraninda hastaliga karg:
hassas olmasi, ve yine ayni sekilde ikinci ana grubun 2. ve 3. alt kollarini olusturan Sultan9s,
Yayla, Miifitbey 1kizce gegitlerinin arasindan yayla ¢esidinin % 87 oraninda asin hassas

olmasmin sebebi, gesit olugturulurken dayaniklilig1 olusturan bt genlerinin tam olarak

aktarilmamasindan dolayi olabilir.
Bu elde edilen veriler 151@inda, dayanikli ve hassas bugiday gesitlerinin genomik
gesitliliklerinin sirme hastaliina direng bakimindan da biiyiik oranda benzerlik BT
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tespit edilmistir. Bu durum; genomik benzerlikleri olan gesitlerin, hastaliga direngli olmalar

bakimindan da yakin olduklar ve ortiigtiiklerini ortaya koymaktadir. Sultan 95 ve Yayla 305

aym grup icerisinde ayni oranlarda genetik cesitlilik gosterirken, Mifitbey ve Riln oty ol

grupta yakin oranda benzerlik gostermistir.

Sonug olarak bu galigmada siirme hastalifina kargi markor geligtirme galigmalarina kaynak
teskil edebilecek bir 6n aragtirma niteligine sahiptir. Ayni zamanda dayamklhilik 1slah
¢alismalarinda molekiiler markér yontemlerin gerekliligi ve Onemi vurgulanmaya

caligilmgtir.
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