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Ozet

Tilletia foetida, iilkemizde yaygin olarak goriillen ve biiyiik oranlarda ekonomik kayiplara neden olan siirme hastaligimin etmenidir.
Hastalikla miicadelede, her ne kadar kimyasal tarim ilaglar1 ve dayanikli bugday cesitlerinin gelistirmesine yonelik galismalar bulunsa da,
glinimiizde hastalik etmeninin zamanla direng¢ kazandigi rapor edilmektedir. Bu nedenle, hastalikla miicadelede hastalik bulagmis
(kontamine) tohumlarin erken tespitine yonelik ¢aligmalarin dnemi artmustir. Bu ¢aligmada, T. foetida’ya 6zgii bir ISSR (inter-simple
Sequence repeat) markoriiniin gelistirilmesi amaglanmgtir. 13 farkli T. foetida izolati kullanilarak PCR (polimeraz zincir reaksiyonu)
yontemiyle 25 farkli ISSR markoérii denenmis ve aralarindan spesifik monomorfik bant veren markorler tespit edilmistir. Karsilastirma
amaciyla ayrica ¢aligmada bir T. caries izolat1 da kullanilmigtir. 25 ISSR markorii arasindan ISSR-847 kodlu markériin tiim izolatlar igin
spesifik 3 band verdigi gozlenmistir. ISSR-847 markérii ile konakgt DNA kontaminasyonuna karsi ayrica 10 farkli bugday ¢esidine ait
DNA ile PCR yapilmis ve farkli bant olusumu gozlenmistir. Sonug olarak ISSR-847 markoriinitin, tohumlardaki siirme hastaligmm erken
tespitinde etkin olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Tilletia foetida, Siirme, ISSR Markéri, Erken Tespit

Development of Sepcific ISSR Markers for Early Detection of Common Bunt in Wheat Caused by
Tilletia Foetida

Abstract

Tilletia foetida, the agent of common bunt is frequently seen in our country and causes serious economic loses. There are chemical
pesticides for the protection of crops and studies in order to develop the disease-resistant wheat varieties, but the problem now is that there
are reports recently published about gaining of the disease resistance by the time. Therefore, the studies which are carried out to detect
contaminated seeds have become more important in fighting with the disease. In this study, the aim is to develop an ISSR marker which is
particular to T. foetida. For this, 25 different ISSR markers were utilized using 13 different T. foetida isolates with PCR technique and
specific monomorphic markers were determined among them. T. caries isolate was also used in order to make a comparison in this work.
Among 25 markers, the ISSR-847-coded marker was found to produce 3 DNA fragments specific for T. foetida detection. DNA and PCR
products which are related to 10 different wheat varieties were analyzed against host DNA contamination using ISSR-847 marker and
different fragment formations were observed. As a result, it was determined that ISSR-847 marker could be used in the early detection of
common bunt in seeds.
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1. Giris Bugdaylarda olduk¢a ciddi verim kaybmna ve kalite
diisiikliigiine neden olan siirmenin kontrol edilebilmesi i¢in bugday
tohumlarinin ilaglanmasi gerekmektedir. Ancak ilaglama yontemi,
hem organik tarim agisindan hem de g¢evreye zarar vermesi ve
ekonomik olmamasi nedeniyle uygun bir yontem degildir (10).
Hastaligin kontrol edilmesinde bir diger yontem ise hastaliga karsi
dayanikli bugday hatlarmm gelistirilmesidir. Ancak hastalik
etmeninin fizyolojik 1irklarindaki hastalik yapma yeteneginin
(viriilens) zamanla degisiklikler gosterdigi ve dolayisiyla hastaliga
karst uzun yillar dayanikli kalmasmnm miimkiin olmadig
goriilmistiir (11). Bu nedenden dolay1, siirme sporlari ile kontamine
olmus tohumlarin 6nceden tespit edilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Siirme, tilkemizde bugdaylarda % 90 oranma kadar {iriin
kaybina sebep olan ve halk arasinda Koér, Karamuk ve Karadogu
gibi isimlerle bilinen en dnemli bugday hastaliklarindan biridir (1,
2). Hastaliga baslica iki mantar tiirii Tilletia caries (Bjerk.) Wint.
(syn. T. tiritici (DC) Tul) and T. foetida Kuhn (syn. T. levis, T.
laevis (Wallr.) Liro, T. foetens (Berk. & Curt.) Schoert.) neden
olmaktadir (3, 4). Bu tiirler i¢in yapilan tayin ¢aligmalari sonucunda,
Turkiye'de T. foetida'nin % 88.06 oraninda, T. caries' in ise % 11.94
oraninda yayginlik gosterdigi saptanmistir (5, 6). Amerika Birlesik
Devletleri, ingiltere, Kanada, Kuzey Afrika ve Kuzey Asya gibi
diinyanin gesitli bolgelerinde de gozlemlenen siirme hastaliginin (3)

diinyada en yaygmn olan tiiri ise T. caries' dir (7). Son yillarda, hastalikla miicadelede genisleyen cevre bilinci ve

organik tarima karst artan ilgi, kimyasal tarim ilaglarimin
kullaniminin azalmasma ve alternatif miicadele yontemlerinin
gelistirilmesine yol agmustir (12). Alternatif miicadele yontemleri
i¢inde, kontamine tohumlarin erken tespitine yonelik molekiiler
markorlerin kullammi 6n plana ¢ikmustir (13, 14, 12, 15, 9).
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), bitki hastaliklarini teshis ve
tespit edilmesinde kullanilan 6nemli bir aragtir (9). Stirme sporlari
ile kontamine olmus tohumlart gozle ayirt edilmesi ya da
tohumlarin tek tek mikroskopta incelenmesi miimkiin olmayip, etkin

Sirme hastaligi, saglikli tanelere hasat zamaninda hastalikli
tanelerin pargalanmasi ile ortaya ¢ikan mantar sporlarinin hava
yoluyla tagmmmasi sonucu bulagmaktadir. Kontamine tohumlarin
ekilmesiyle de hastalik yayilmaktadir (8). Hastalikli tohumlarin
ekiminden sonra hastaliga yakalanmis bitkilerin basaklari, siit olum
donemine gelinceye kadar saglikli bitkilerden ayirt edilemezler.
Sirmeli bir bugday basaginda yaklagik 150 milyon mantar sporu
bulunmakta ve bu sporlar ortalama yaklasik 3 milyon tohumu
kontamine etmektedir (9).
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yontemler degildir. Bu c¢aligmada, Tilletia foetida tarafindan
kontamine olmus bugday tohumlarinin ekim 6ncesinde erken tespit
edilebilmesi ig¢in PCR tabanli yonteme uygun bir ISSR molekiiler
markdriiniin gelistirilmesi amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Mantar Ornekleri

Calismada, 13 farkli T. foetida izolat1 ile 1 T caries izolati
(Tablo.1) ve siirmeye karsi dayanikli ve hassas olan 18 farkli
ekmeklik bugday tiirii (Tablo.2) kullanilmistir. Calisma materyalleri
Eskisehir Gegitkusagi Tarimsal Arastirma Enstitlisiinden temin
edilmistir (Eskisehir, Tirkiye).

2.2. DNA lzolasyonu

Hem bugday hem de siirme 6rneklerinin izolasyonu igin kiigiik
degisikliklerin yapildigt CTAB yoéntemi kullamilmistir (16).
Yaklasik 100 gr’'lik érnekler 2 mL' lik ependorf tiiplerine konularak
iizerlerine 1mL CTAB (Hekzadesil Trimetil Amonyum Bromiir)
tamponu eklenmis ve 45 dakika inkiibe edilmistir. Karigim tiipiine
esit hacimde kloroform:isoamil (24:1, v/v) alkol eklenmis ve 10
dakika boyunca alt st edilerek 7500 rpm' de 10 dk
santrifiijlenmistir. Tiplerdeki {ist faz yeni bir ependorf tiipiine
aktarilmis ve 2/3’1 kadar isopropanol (-20°C) karisima eklenmis ve
ornekler 2 saat -20°C’de tutulmustur. Inkiibasyon sonunda &rnekler
10000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis ve pelet 300 uL % 70’lik
C,HsOH ile yikanmustir. Kuruyan peletler 50 pL. DNase RNase-free
ile ¢ozdiiriilerek NanoDrop Spektrofotometre cihazinda miktar ve
kalite dlgiimleri gergeklestirilmistir.

2.3. ISSR-PCR
Bugday ve stirme orneklerinin ISSR-PCR analizi i¢in, dizi
bilgileri British ~ Colombia  Universitesi ~ Biyoteknoloji

Laboratuvarindan (Kanada) temin edilen 25 farkli ISSR primeri
taranmustir (Tablo.3). PCR reaksiyonlar1 25 pL hacimde 1X Taq
Buffer, 2 uM MgCl,, 2.5 pM dNTP (dATP, dCTP, dGTP, and
dTTP), 2.5 uM primer, 6 ng kalip DNA ve 1U Taq polimeraz
enzimi (Fermentas, Amerika) kullanilarak hazirlanmistir. Her bir
primer i¢in hazirlanan negatif kontrol reaksiyonlara eklenmistir.
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PCR reaksiyonu; 95 °C 4 dakika on 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 uzamasi
seklinde 45 dongii olarak Techne TC Plus thermal cycler (Techne
Inc., Amerika) cihazinda gerceklestirilmistir. Tiim reaksiyonlar 3
tekrar seklinde gergeklestirilmistir. PCR tirtinleri, Etidyum Bromiir
(0.5 pg/mL) iceren %1.2'lik agaroz jelde yiiritiilmiistir. Yiiriitme
islemi tamamlandiktan sonra olusan bant profilleri U.V.
transilliminator altinda gozlemlenmis ve Gel Logic 212Pro
(Carestream, Amerika) jel dokiimantasyon sistemi kullanilarak
fotograflanmistir. PCR sonrasinda olusan bantlarn biiyiikliikleri
100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas) kullanilarak kiyaslanmustir.

2.4. Kontaminasyon Tespiti

Kontamine oldugu bilinen bugday 6rnekleri, 2 mL lik ependorf
tiplerinde 750 pL steril distile su ile yikanmg, distile su
mikropipetle ortamdan alinip 7500 rmp de 5 dakika santrifiijlenerek
tipiin dip kismindan 2 pL alinarak PCR isleminde kullanilmustir.

3. Bulgular

Stirme etmeni T. foetida ve T. caries'in ekim oncesi teshis
edilebilmesi igin 25 farkli ISSR pirimeri taranmis ve bu primelerden
sadece ISSR-847 nolu 5' CAC ACA CAC ACA CAC ARC 3
dizilimine sahip ISSR primerinin, belirgin olarak 6zgiil yaklasik 800
bp, 1000 bp ve 1500 bp biiyiikliklerine sahip 3 bant verdigi
gorilmistir (Sekil.1a). ISSR-847 primerinin toplam 14 izolat igin
yapilan PCR sonuglarinda her iki Tilletia tiiriine de 6zgii 3 bandm
var oldugu goriilmiistiir (Sekil.1b). Taranan 25 markor’den 19
tanesinin tiim izolatlarda polimorfik iiriinler verdigi, 5 primerin ise 3
tekrar yapilan reaksiyonlarda tiim izolatlari temsil etmeyen yetersiz
sonuglar verdigi gozlenmistir. Monomorfik band veren ISSR-847
markorii ile konak¢i DNA  kontaminasyonunun olmadigimni
gostermek amaciyla 18 farkli bugday ¢esidi ile gergeklestirilen PCR
islemi sonucunda her iki Tilletia tiriinden farkli olarak bantlarin
tiriin olarak olustugu gézlenmistir (Sekil.2). Kontamine 6rneklerden
yapilan direk PCR isleminde de ayn1 3 bandin olusumu gozlenmistir
(Sekil.1c).
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Sekil 1. a- ISSR-847 primeri ile elde edilen 6zgiil 3 bant (yaklasik 800, 1000, 1500bp) M: 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas), b- 1, 3-14.
ornekler : T. foetida, 2. ornek: T. caries, c-Kontaminasyon test sonucu.
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Sekil 2. ISSR-847 no.lu primerin bugdaylardaki ISSR-PCR sonuglari. M: 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas), 1-18: Test edilen bugday
cesitleri, N: Negatif kontrol.
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4. Tartisma ve Sonu¢

Geleneksel tarimda morfoloji temelli teknikleri kullanarak bitki
patojenlerini tam anlamiyla tespit etmek ve tamimlamak yeterli
olmamaktadir (15). Tilletia tiirlerinin ise teliospor morfolojileri,
genomik yapilar1 ve ITS bélgelerinin birbirlerine son derece benzer
olmasindan dolayi, bu tiirleri birbirinden ayit etmek de oldukg¢a
gligtlir (17). ISSR markér'ler, RFLP (restriction fragment length
polymorphism), AFLP (amplified fragment length polymorphism),
RAPD (random amplification of polymorphic DNA), CAPS
(cleavage amplified polymorphic sequence), SSR (simple sequence
repeat) ve SCAR (sequence characterized amplified region) gibi
cesitli DNA markér'leri ile kiyaslandiginda bazi avantajlara sahip
yeni yontemlerdir (18). Ozellikle uygulanmas: kolay ve ekonomik
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olmalarindan dolay: ISSR markoérleri daha fazla tercih edilmektedir
(13, 19, 20, 21).

Koprivica ve arkadaglar1 2004 yilinda Tilletia'nin NCBI'da
(National Center for Biotechnology Information) bilinen ITS 1
DNA bolgesine tasarladiklart TILf ve TILr primerleri ile T .caries
ve ciice slirme etmeni olan Tilletia controversa'yt tamimlaya
yardimer olacak 361 bp biiyiikligiinde bant elde etmislerdir. 2010
yilinda da Gao ve arkadaslari, T. controversa'da ISSR818 nolu
primer ile yaptiklart ¢aligmalar sonucunda elde ettikleri polimorfik
bantlardan, T. controversa'y: teshis edecek TCKSF3 ve TCKSR3
SCAR primerlerini gelistirmislerdir.

Tablo 1. Calismada kullanilan Tilletia izolatlari, cografi orijinleri ve izole edildikleri konakgilar.

izolat No Tiir Cografik Orijin Konake¢1 Bugday Cesidi

Izolat 1 T. foetida Tozman Yaylast Diiden Mevkii Kirkambar Awnless
izolat 2 T. caries Tozman Yaylas: Diiden Mevkii Kirkambar Awnless
izolat 3 T. foetida Tozman Yaylast Diiden Mevkii Kirkambar Awnless
izolat 4 T. foetida Tozman Yaylast Diiden Mevkii Kirgiz

izolat 5 T. foetida Tozman Yaylas1 Diiden Mevkii Kirgiz

izolat 6 T. foetida Tozman Yaylast Diiden Mevkii Kirgiz

izolat 7 T. foetida Kavacik Koyii Gerek-kirgiz-A
izolat 8 T. foetida Kavacik Koyt Gerek-kirgiz-A
izolat 9 T. foetida Kavacik Koyii Gerek-kirgiz-A
izolat 10 T. foetida Kavacik Koyii Gerek-kirg1z-B
izolat 11 T. foetida Kavacik Koyt Gerek-kirgiz-B
izolat 12 T. foetida Kavacik Koyii Gerek-kirgiz-B
izolat 13 T. foetida Tozman Yaylast Diiden Mevkii Katea

izolat 14 T. foetida Gegit Kusag: Tarimsal Arastirma Gerek

Enstitiisii

Tablo 2. Konakgt DNA ayiriminda kullanilan farkli bugday gesitleri.

Ornek No Bugday Cesidi
1 Heines VI
2 SEL 2092
3 SEL1102
4 Ridit
5 Turkey 1558
6 Hohenheimer
7 Rio
8 SEL 50077
9 M82-2161
10 M82-2098
11 R63-6968
12 M82-2102
13 M82-2123
14 P.1.178383
15 M73-2154
16 P.1.173438
17 P.1.119333 (M82-2141), BW

[N
[ee]

Thulelll; P.I. 181463, BW
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Tablo 3. Taranan ISSR primerleri ve tarama sonuglari.

Primer Adi Primer dizisi (5-3') PCR Sonucu
ISSR-01 AGAGAGAGAGAGAGAGG Polimorfik
ISSR-02 GAGAGAGAGAGAGAGAT Polimorfik
ISSR-10 GGGTGGGTTGGGGTG Polimorfik
ISSR-25 TGTGTGTGTGTGTGTGA Polimorfik
ISSR-27 GTGCGTGCGTGCGTGC Polimorfik
ISSR-28 CGATGGATGGATGGAT Polimorfik
ISSR-29 GAGAGAGAGAGAGAGAC Polimorfik
ISSR-815 CTCTCTCTCTCTCTCTG Polimorfik
ISSR-829 TCTCTCTCTCTCTCTCG Polimorfik
ISSR-847 CACACACACACACACARC Monomorfik
ISSR-861 ACCACCACCACCACCACC Polimorfik

ISSR-862 AGCAGCAGCAGCAGCAGC Polimorfik
ISSR-866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC Polimorfik
ISSR-301 GAGCAACAACAACAACAA Polimorfik
ISSR-309 GAGAGAGAGAGAGAGAA Polimorfik
ISSR-310 AGAGAGAGAGAGAGAGT Polimorfik
ISSR-312 ACACACACACACACAC Polimorfik
ISSR-324 AGAGAGAGAGAGAGAGYT Polimorfik
ISSR-03 GTGTGT GTG TGT GTG TC Sonug Citkmadi
ISSR-04 ACA CAC ACACACACACC Sonug Cikmadi
ISSR-09 GGATGG ATG GAT GGA T Sonug Ctkmadi
ISSR-814 CTCTCTCTCTCTCTC TA Sonug Cikmadi
ISSR-818 GTG TGT GTG TGT GTG TA Sonug Citkmadi
ISSR-819 CAC ACA CAC ACACAC AG Sonug Ctkmadi
ISSR-824 TGT GTG TGT GTG TGT GC Sonug Ctkmadi

Bu calismada, bugdayr enfekte eden siirme etmenlerinin,
bugday topraga ekilmeden Once tespit edilerek hastaligin kontrol
edilmesini amaglamig, bu sayede bugday tariminda kimyasal ilag
kullanimimin azalmasi gibi gerek organik tarim agisindan, gerekse
ekonomik agidan 6nemli kazanglarmn elde edilecegi 6ngoriillmiistiir.
ISSR-847 primeri ile bugday ve siirme izolatlar1 {izerinde yapilan
PCR islemi sonucu; bu primerin ilging bir sekilde her iki Tilletia (T.
foetida ve T. caries) tiiriinde de spesifik 3 bant (Sekil la, 1b.)
olustugu gozlenmistir. Bu spesifik bantlarin konak¢i DNA’sina ait
olmadig1 ayni primer ile yapilan PCR ile goriilen farkli bantlar
sonucunda teyit edilmistir. Kontamine &rneklerin kullanildigi PCR
orneklerinde de ayni bantlarin varligi goézlenmistir. Reaksiyon
sonucu olusan bandlarin farkli PCR kosullarindan dolay1 normalden
daha silik bandlar verdigi gozlenmistir (Sekil lc.). Sonug olarak
ISSR-847 primerinin T. foetida’nin neden oldugu siirme hastaliginin
erken tespitinde bir markor olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Tesekkiir
Bu c¢aligmada siirme izolatlarinin temin edilmesindeki
katkilarindan  dolayr  Eskisehir Gegit Kusagi  Arastirma
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