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OZET

Stirme, Tiirkiye ve diinyada yaygin olarak goriilen ve 6énemli verim kayiplarina
neden olan bir bugday hastaligidir. Ulkemizde bu hastalifa baslica iki mantar tiirii
Tilletia foetida ve Tilletia caries neden olmaktadir. Hastalik etmeninin fungusit
kullanimi1 ve ¢evresel faktorlere bagli olarak zamanla direng kazandigi rapor edilmistir.

Bu calismada, hastalik etmeni T. foetida'nin ISSR-PCR yontemi ile genetik
cesitligini belirlemek amaciyla, 13 T. foetida ve dis grup olarak 1 T. caries izolatindan
klasik CTAB yontemiyle DNA izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. Izole edilen DNA'lar
25 farklt ISSR primeri kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir. PCR ile ¢ogaltilan DNA
parcalart % 1.2'lik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve digital olarak fotograflanmigtir. PCR
rlinlerinin  bant analizi PhoretixIDPro programi ile gergeklestirilmis, binary
yontemiyle elde edilen veriler kullanilarak UPGMA metoduyla Jaccard Benzerlik
Matrix'i elde edilmis ve slirme izolatlar1 arasindaki genetik yakinlik ve uzaklig1 gosteren
filogenetik aga¢ olusturulmustur. izolatlarin yiiksek genetik cesitlilige sahip olduklari, T.
foetida’ya ait yakin lokalitelerin birlikte gruplastigi ve T. caries’in dis grup olarak
ayrildig1 goriilmiistiir. izolatlarin filogenetik analiz verileri, siirme hastaligma karsi
direng geni igermeyen hassas Heines VIl bugday ¢esidine karsi patojenite oranlari ile
karsilastirilmistir. Caligmada kullanilan 25 ISSR primerinden 847 ve 861 numarali
primerlerin tlire 6zgli monomorfik bantlar verdigi belirlenmis ve bulasik bugday
tohumlarmin ekim Oncesi tespit edilmesinde bir markor olarak kullanilabilecekleri
goriilmiistiir.  Izolatlarin  taramali  elektron  mikroskobu (SEM) analizleri
gerceklestirilmis, elde edilen fenotipik karakterli morfolojik analiz verileri ile molekiiler
yontemle genotipik karakterli analiz verileri ile karsilastirilmistir. Ayrica, T. foetida
izole edilen mRNA'lar revers transkripsiyonla cDNA'lara donistiiriilmiis ve PGEM-T
Easy plazmit vektorlerine aktarilmistir. cDNA’lar1 iceren rekombinant plazmit vektorler
XLI-Blue konakg¢isina transforme edilmis ve fenotipik karakterizasyon arastirmalarinda

kullanilmast i¢in T. foetida patojenine ait ilk kez bir cDNA kiitiiphanesi olusturulmustur.

Anahtar Kelimeler: Siirme, Tilletia foetida, ISSR Markorleri, SEM, cDNA

Kiitiiphanesi.



ABSTRACT

Common bunt is a wheat disease that causes important crop losses and
extensively spreads in Turkey and World. Two fungi species that Tilletia foetida and
Tilletia caries primary cause this disease in our country. It has been reported that in
time pathogen have become resistant according as fungicide uses and environmental

factors.

In this study, for determination of genetic diversity of pathogen T. foetida using
ISSR-PCR method, DNA isolation of 13 T. foetida isolates and 1 T. caries isolate as
out-group was carried with classical CTAB method. Isolated DNAs were amplified with
PCR method using 25 different ISSR primers. Amplified DNA fragments were run in
1.2% agarose gel and digitally photographed. Band analysis of PCR yields was carried
using Phoretix 1d pro software, Jaccard similarity matrix was obtained with UPGMA
method using data from binary method and phylogenetic tree showing genetic distance
and similarity among common bunt isolates was formed. It was observed that isolates
have high genetic varieties, close locations of T. foetida grouped together and T. caries
departed from the other isolates as out-group. Phylogenetic analyses data of isolates
were compared with pathogenicity rates against Heines VII wheat variety that haven’t
got resistance genes against common bunt. It was determined that 847 and 861
numbered primers among 25 ISSR primers used in study amplify species-specific bands
and it was observed that this primers can use an markers for early detection of
contaminated wheat seeds before sowing. Scanning electron microscope (SEM)
analyses of isolates were carried and obtained phenotypic morphological data were
compared with genotypic molecular analyses data. In addition, isolated mMRNAs from T.
foetida were converted to cDNAs by revers transcription and transferred to PGEM-
Teasy plasmid vectors. Recombinant plasmid vectors including cDNAs were transferred
to XLI-Blue hosts and at the first time a cDNA library of T. foetida pathogen was

constructed for using in phenotypic characterization researches.

Keywords: Common bunt, Tilletia foetida, ISSR Markers, SEM, cDNA library.
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1. GIRIS

Diinya niifusunun artmasina bagli olarak, aclik ve beslenme problemleri 6nemli
bir sorun olarak ortaya ¢ikmaktadir. Tarimsal iiriinler diinyada oldugu gibi Tirkiye'de
de biitiin canlilarin baslica besin kaynagi olmasi sebebiyle aglik sorununun ¢éziimiiniin
yegane kaynagidir. Bu nedenle tarimsal {iriinler icerisinde tahillarin, tahillarin arasinda

da bugdayin 6nemi tartisilamaz bir gergektir.

Bugday gerek insanlarin gerekse hayvanlarin baslica besin kaynagi olmasinin
yani sira ekonomik ve sosyal yasantida diger tarim iirlinlerine gére daha biiytlik bir paya
sahiptir. Tirkiye'de 2006 yili istatistiki verileri géz Oniine alindiginda; her yil islenen
toplam tarim alanlarinin (23 milyon ha.) yaklasik % 57'sinde tahil yetistiriciligi, tahil
yetistiriciligi yapilan bu (13 milyon ha.) alanlarn % 65'inde de bugday tarimi
yapilmaktadir. Tiirkiye sahip oldugu ekim alanmi degerleriyle, yaklasik 205 milyon
hektarlik diinya bugday ekim alaninin % 4.6'sim teskil etmektedir. Uretim degerleri
bakimindan diinya iiretiminin %3.5'1 Tiirkiye tarafindan karsilanmaktadir (Miran, 2005;

Diisiinceli, vd., 2008).

Insanlik icin bugdayin bu kadar énemli olmasi, organik tarim, yiiksek verimli ve
kaliteli bugday iiretimi adina zararli patojenlerle ve otlarla miicadeleyi de beraberinde

getirmistir.

Stirme ve rastik, fungal hastaliklar icerisinde basak hastaliklar1 olarak bilinen
iilkemiz ve diinya hububat yetistiriciliginde 6nemli kayiplara neden olan hastaliklardir
(Ozkan ve Damgaci, 1985; Ciuca, 2011). Bu hastaliklarin her ikisi de iiriinde basaklari
tahrip ederek zararli olmaktadirlar. Tohum bulagikliliginin yogun ve enfeksiyonun
siddetli oldugu durumlarda tiriinde 6nemli kayiplar getirmekle birlikte, 6zellikle stirmeli
danelerin hasat esnasinda tirline karismas1 sonucu iriiniin niteligini de 6nemli derecede

bozmaktadirlar (Zouhar, vd., 2010; Borgen, 2004).

Bugdayin yetistirildigi donemde hastalik ve zararlilarin kaliteyi etkilemesi, genel
olarak iki sekilde ortaya cikabilir. Bunlardan birincisi, hastalik ve zararlilar bitkilerin
yaprak, govde, kavuz gibi organlarmin iizerini kapatmasi ya da bu organlar tahrip
etmesidir. Hem bitkinin fotosentez alaninin daralmasi hem de bu kisimlardan bitki asir

su kaybettigi icin normal gelisememesi ve taneyi de yeterince besleyememesinden



dolay1 kalite diismektedir. Ikincisi de, ozellikle zararlilarin beslenmek igin bitki
dokularmni ve taneyi sokup emmeleri sonucu ya da taneleri yiyerek tahrip etmeleri

sonucu ortaya cikan kalite kayiplaridir.

Cesitli bugday irklar1 ile en uygun kosullarda ekim ve bakim gergeklestirilse
bile, yetistirilen triin hastalik, zararli ve yabanci otlarin olumsuz etkilerine karsi
korunamazsa bundan istenen verimi elde etmek miimkiin olmamaktadir. Ciinkii her yil
diinyadaki bitkisel iiretimin yaklasik %35'i hastalik, zararli ve yabanci otlardan dolay:
kayba ugramaktadir (Agrios, 1997). Bu oran hastalik, zararli ve yabanci otlara karsi
miicadele yapildig1 sartlarda ortaya ¢ikmaktadir. Sayet her hangi bir miicadele
yapilmazsa toplam {irlinlin yaklagsik % 65-90"1 bu tiir canli organizmalarin zarariyla
ziyan olmaktadir (Nagy ve Moldovan, 2007; Tuncel, 2006; Oztiirk, 1997; Atag ve
Cetin, 1995).

Hastalik zararli ve yabanci otlardan dolayi, toprak ve yer alt1 sularinin tarimsal
veya diger kimyasallar tarafindan kirletilmesi 6nemli bir ¢evresel sorundur. Pestisitlerin
yarim asirdir olduk¢a yaygin bir sekilde tarimda kullanilmasi diinyadaki bir¢ok
hidrolojik sistemin etkilenmesine neden olmustur. Pestisitlerin ve kimyasal giibrelerin
kullanimiyla karasal ¢evreye agir metal girisi toprak ve yer alti suyu kalitesini 6nemli
diizeyde etkilemektedir. Bunlarin sonucunda topraklarin kimyasal ozellikleri ve
biyolojik aktivitesi kirlenmeden dolay1 degisiklige ugramakta (Yilmaz ve Alagdz, 2008)

ve organik tarimin yapilabilmesine engel olmaktadir.

Pestisitler, ¢ogunlukla tahillarda mantar, bakteri, viris ve nematod gibi
patojenik 6zellige sahip mikro organizma ve organizmalarin hastalik etkilerini minimize
etmek veya ortadan kaldirmak i¢in tercih edilmektedir. Bu patojenik etmenlerden;
Tilletia (siirme), Puccinia (pas), Ustilago (rastik), Erysiphe (kiilleme), Septoria
(septorya), Alternaria (alternarya), Fusarium (fuzaryum), Helminthosporium
(helminthosporyum), Xanthomanas, Pseudomanas (bakteriyel yanikliklar) ve Barley
Yellow Dwarf Virus (Arpa sar clicelik viriisii) diinyada en yaygin goriilen hastalik

etmenleridir (Tosun, 2008).



Bu hastalik etmenlerinin iginden bugdaylarda siirme hastaligina sebebiyet veren
baslica mantar tiirlerini T. foetida, T. caries, T. contraversa, T. indica, T. intermedia, ve
T. triticoides olusturmaktadir (Zupunski, vd., 2011; iren, vd., 1982).

Ulkemizde ise T. foetida Kuhn (syn. T. levis, T. laevis (Wallr.) Liro, T. foetens
(Berk. & Curt.) Schoert.) ve T. caries (Bjerk.) Wint. (syn. T. tiritici (DC) Tul). siirme
hastaligina neden olan baglica iki mantar tiiriidiir. Bu tiirler icin yapilan teshis
calismalar1 sonucunda, Tirkiye'de T. foetidamin % 88.06 oraninda, T. caries'in ise %
11.94 oraninda yaygimlik gdsterdigi saptanmustir (Finci ve ark 1983; Ozkan ve Damgaci
1985). Bu iki tiirde bugdaydaki belirtilerine gére makroskobik olarak ayirt edilemeyip
adi siirme olarak adlandirilmaktadirlar (Gassner ve Goydiin, 1938; Ozkan, 1956; iren,
1962). Diinyada ise en yaygin olan tiir T. caries' dir (Ingold, 1997).

Bu ¢alismada, Tiirkiye'de yetistirilen bugday ¢esitlerinde rekolte diisiikliigiine ve
kalite kaybina neden olan siirme etmeni T. foetida izolatlarinin, ISSR-PCR (Basit
Diziler Arasi Tekrarlar- Polimeraz Zincir Reaksiyonlari) yontemi ile genotipik, SEM
(Taramali Elektron Mikroskobu) analizi ile fenotipik 6zelliklerinin karakterizasyonu
amaclanmistir. T. foetida izolatlarmin genetik ¢esitliligi ISSR primerleri kullanilarak
molekiiler tabanli yontemle ortaya g¢ikarilmis ve bu veriler SEM ile elde edilen
morfolojik verilerle karsilastirarak analiz edilmistir. Elde edilen veriler, gelecekte stirme
etmeni T. foetida'ya kars1 gelistirilecek dayanikli bugday ¢esitlerininin 1slah
caligmalarinda 6nemli bir veri olacaktir. Buna ilaveten, ¢alismada kullanilan ISSR
primerleri arasindan tiire 6zgli spesifik bantlar verenler belirlenmis ve bu primerlerin
bulasik bugday tohumlarinin ekim Oncesi tespit edilmesinde bir markor olarak
kullanimlar1 test edilmistir. Ayrica bu ¢alismada, fenotipik karakterizasyon
arastirmalarinda kullanilan cDNA kiitiiphane olusturma yontemi de T. foetida'nin spor
formu i¢in denenmis, sporlarin total RNA's1 izole edilerek revers transkripsiyonla elde
edilen cDNA'lar PGEM-T Easy plazmit vektorlerine aktarilarak, patojene ait cDNA

kiitiiphanesi olusturulmustur.



1.1. Siirme Etmeninin Sistematigi

Bugdaylarda siirme hastaligina neden olan siirme etmenleri T. foetida ve T.

caries'in "Index Fungorum" a gore giiniimiizdeki siiflandirmasi ve sinonimleri ise su

sekildedir (http://www.indexfungorum.org/names/names.asp).

Alem : Fungi

Boliim :Basidiomycota

Alt Boliim :Ustilaginomycotina
Sinif : Exobasidiomycetes
Takim :Tilletiales

Familya : Tilletiaceacae

Genus : Tilletia

Tur : T. foetida, T. caries

T. foetida sinonimleri:

T. tritici var. laevis (J.G. Kiihn) Kawchuk, in Kawchuk & Nielsen, Can. J. Bot.
66(12): 2376 (1988)

T. foetida (Wallr.) Liro, Maanviljelys Talondellin Koelaitos Vuoskivija 1915-
1916: 27 (1920)

T. foetens (Berk. & M.A. Curtis) Trel., (1884)

Ustilago foetens Berk. & M.A. Curtis, in Berkeley, Grevillea 3(no. 26): 58
(1874)

Erysibe foetida Wallr., Fl. crypt. Germ. (Norimbergae) 2: 213 (1833)

T. caries sinonimleri:

T. sitophila (Ditmar) J. Schrét., Beitr. Biol. Pfl. 2(3): 365 (1877)

T. tritici (Bjerk.) G. Winter, Die Brand des Getreide: 13 (1874) var. tritici

T. tritici (Bjerk.) G. Winter, Die Brand des Getreide: 13 (1874) f. tritici

T. tritici (Bjerk.) G. Winter, Die Brand des Getreide: 13 (1874) subsp. Tritici

T. tritici (Bjerk.) G. Winter, Die Brand des Getreide: 13 (1874)

T. caries var. agrostidis Auersw., in Rabenhorst, Fungi europ. exsicc.: no. 700
(1865)



T. caries (DC.) Tul. & C. Tul., Annls Sci. Nat., Bot., sér. 3 7: 113 (1847) var.

caries

e Fusisporium inosculans Berk., J. hort. Soc., London 2: 114 (1847)

e Caeoma sitophilum (Ditmar) Link, Sp. pl., Edn 4 6(2): 2 (1825)

e Uredo caries DC., in de Candolle & Lamarck, Fl. frang., Edn 3 (Paris) 5/6: 78
(1815)

e Uredo sitophila Ditmar, in Sturm, Deutschl. Fl., 3 Abt. (Pilze Deutschl.) 3(1): 69
(1813)

e Lycoperdon tritici Bjerk., K. svenska Vetensk-Akad. Handl. 36: 326 (1775)

1.2. Cografi Yasayis Alam

Diinya genelinde Amerika Birlesik Devletleri, Ingiltere, Kanada, Kuzey Afrika
ve Kuzey Asya gibi lilkelerde gozlemlenen siirme hastaligina (Matanguihan ve Jones,
2011) baslica iki mantar tiirii T. foetida (laevis) ve T. caries (tritici) neden olmaktadir
(Matanguihan ve Jones, 2011; Koprivica, vd., 2009; Eibel, vd., 2005; Aggarwal, vd.,
1998; Gang ve Weber, 1996). T. foetida ve T. caries ABD'nin kuzey eyaletlerinde esit
oranlarda bulunmasma ragmen, T. caries sadece Kuzey Avrupa, Almanya,
Cekoslovakya ve Avusturya'da bulunur. Ingiltere'de ise genel olarak T. foetida hig
goriilmez. Buna karsilik Orta ve Giiney italya, Kuzey Afrika ve Balkan iilkeleri, Giiney
Rusya o0zellikle Anadolu'nun yiiksek yaylalar1t hari¢ Tirkiye, Giiney Asya ve
Avustralya'da da T. foetida hakim durumdadir. Bu iilkelerin, soguk ve nispi nemin
hakim oldugu yiiksek bdlgelerinde ise her iki tiir bir arada esit oranlarda bulunmaktadir
(Erarslan, 2007). Sirbistanda ise en yaygin olan siirme etmeninin T. foetida ve T. caries

oldugu rapor edilmistir (Zupunski, vd., 2011).

Tiirkiye'de T. foetida ve T. Caries belirli bir dagilima sahiptir. T. foetida
Marmara, Karadeniz, Ege ve Dogu Anadolu Bélgeleri'nde % 93-96 arasinda degisen bir
yayginliga sahip iken T. caries Giineydogu Anadolu'da % 77'lik bir yayginliga sahiptir.
Bu bolgede T. foetidamin yaygmlik oram1i % 22 civarindadir. Bu iki etmenin
melezlenmesi sonucu meydana gelen T. intermedia ise ¢ok daha az oranda olmak {izere
tim Tirkiye'de yaygmlik gostermektedir. T. foetida iilkemizde oldugu gibi Balkan ve
Akdeniz tilkelerinde de genis bir yayilma alani1 gostermektedir (Erarslan, 2007).



Ulkemizde bir ¢ok siirme irkinmn oldugu tespit edilmistir (Ozkan ve Damgaci,
1985). Tilletia tiirlerinin hastalandirma giigleri birbirinden farkli irklara gore degisiklik
gostermektedir (Finci, 1975). 1975 -1982 yillar arasinda Tiirkiye'de yaygin ve viriilent
68 T. foetida ve 20 T. caries irki tespit edilmistir (Erarslan, 2007; Finci vd., 1983).

1.3. Etmenin Bulasma Sekli ve Yasam Dongiisii

Siirme hastaligimin yayilmasindaki en onemli faktor, kor adi verilen hastalikli
tanelerdeki mantar sporlarinin hasat zamani patlayip, hava yoluyla saglikli tohumlara
bulagsmasidir. Bulagik yani enfekte olmus tohumlarin ekilmesiyle hastalik yayilir
(Ozkan, 1974; Nagy ve Moldovan, 2007). Hastalikl1 bir bugday basaginda yaklasik 150
milyon siirme sporu bulunmaktadir ve bunlar ortalama 3 milyon saglikli tohuma
bulasabilir. (Koprivica, vd., 2004). Bulasik olarak ekilen hastalikli bugday tohumlarinin
bagaklarini siit olum donemine gelinceye kadar saglikli bitkilerden ayirt edebilmek
miimkiin degildir (Akan, vd., 2007).
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Sekil 1.1. Tilletia sp.'nin yasam dongiisti (http://www.entofito.com/hububatta-surme-
hastaliklari-Tilletia sp.).

Patojenin yayilmasi ve patojenitesinin ortaya ¢ikmasinda 1sik, sicaklik ve nem
gibi ¢evresel faktorler 6nemli yer tutmaktadir (Veisz, vd., 2000). Patojen igin toprak
sicaklig1 5-15 C° arasinda oldugu degerler optimum enfeksiyon degerleridir (Koprivica,
vd., 2009; Shi, vd., 1996), ancak toprak sicakligi 22 C°ye ¢iktiginda enfeksiyon azalir
(Matanguihan ve Murphy, 2011). Topraktaki tanenin ¢imlenmesine paralel olarak siirme
sporlar1 da aktivite kazanirlar ve hizla ¢imlenerek bugday fidesini penetre ederler

(Koprivica, vd., 2009).

Aktive olan sporda 6nce karyogami gergeklesir, sonra mayoz ve mitoz boliinme
sonucu haploid ¢ekirdekler olusur. Bu ¢ekirdekler bu sirada meydana gelen basidiuma
go¢ ederek basidiumun ucundaki cikintilara yerlesirler ve bdylelikle basidiosporlar

olusur. Bu basidiosporlara "primer sporidiler' ad1 da verilir.



Farkli esey tiplerine (+, -) sahip basidiosporlar yan dalciklar1 vasitasiyla H
biciminde ikiserli olarak birlesirler. Bu plasmogami sayesinde dikaryotik donem
yeniden baglar. Birlesmis basidiosporlarin ucunda tomurcuklanma yoluyla ‘sekonder
sporidiler' veya diger bir deyimle ‘konidiumlar' olusur. Bunlarin ¢imlenmesiyle de
penetrasyon yapma yetenegine sahip dikaryotik hifler meydana gelir. Bu hifler yeni
gelismekte olan fideciye koleoptilden girerler. Fidecikler 2 cm den fazla boy kazanmis
olsalar bile penetrasyona agiktirlar. Hif yaklasik 8-10 giin i¢inde koleoptilde intraseliiler
(hiicre i¢ine) olarak yayilir. Sonra olusan sap dokularina gecer ve bu kez interseliiler
(hiicrelerarasi) yayilir. Bitkinin 5 yaprakli doneminde miseller vejetasyon konisine
erismis olurlar. Sapa kalkmis bitkilerde miseller daha ¢ok nodiumlara yerlesir. Sap ve
yapraklarin isgalinden sonra basak taslaklari kolonize edilir. Basaklanma sirasinda
ciceklerin tiimii hiflerle isgal edilmis durumdadir. Dikaryotik misel en c¢ok besin
maddelerince zengin dokularda gelisebilir. Bu nedenle ovaryumu tercih eder. Eger
belirli bir siire icinde ovaryuma erisemezse latent enfeksiyonlar meydana gelir. Etmenin
enfeksiyon basarisinda fidecigin ¢evre kosullarina bagli gelismesi biiylik rol oynar.
Tohumun ¢imlenmesi ve toprak yiizeyine ¢ikmasi geciktik¢e hastaliga yakalanma riski
artar (Agrios,1997).

1.4. Siirme Hastahig ile Miicadele Yontemleri

Stirme hastaliginin kontrol edilebilmesi ekimden 6nce tohumluk bugdaylarin
ilaglanmasi1 ya da etmene kars1 dayanikli hatlarin gelistirilmesiyle miimkiin olmaktadir.
Siirme etmenine kargt en etkili miicadele yontemi kimyasal ilag kullanmaktir (Ciuca,
2011), ancak ilaglama yontemi, hem organik tarim agisindan hem de ¢evreye zarar
vermesi ve ekonomik olmamasi nedeniyle uygun bir yontem degildir (Waldow ve Jahn,
2007). Hastaliga karsi kimyasal miicadele yapilmadigi durumlarda ortalama % 15-20
oraninda zarar yaptigi, tohumlugunu birkag yil iist liste ilaglamadan eken, bazi tiretici

tarlalarinda hastalik oraninin % 75-90 arasinda saptandigi belirlenmistir (Atag ve Cetin,
1995).

Hastaligin kontrol edilmesinde bir diger yontem ise hastalifa karsi dayanikli
bugday hatlarimin gelistirilmesidir. Ancak hastalik etmeninin fizyolojik irklarindaki

hastalik yapma yeteneginin (viriilens) zamanla degisiklikler gdsterdigi ve dolayisiyla



hastaliga karst uzun yillar dayanikli kalinmasmin miimkiin olmadigr goriilmiistiir

(Aktas, vd., 2008).
1.5. Fungus'un Genel Morfolojik Ozellikleri

Iki tiiriin yasam déngiileri, cogalma gereksinimleri ve hastalik yapma etkileri
birbirine benzemesine ragmen, mikroskopla bakildiginda teliospor sekillerinin
morfolojik olarak birbirinden farkli oldugu goriilmektedir. Bu iki tiirlin
smiflandirilmasindaki en belirgin morfolojik fark; T. foetida'min diiz hiicre duvarina
sahipken, T. caries'in agst hiicre duvarna sahip olmasidir (Tuncel, 2006; Shi, vd.,
1996).

Ulkemizde, Tuncel 2006 da yaptig1 tez ¢alismasinda Tilletia sp. sporlarmin ayri
ayrt preparatlarint hazirlayarak 1s1tk mikroskobunda 1000X biiyiitmede teliospor
¢eperlerinin yiizey striiktliriinii incelemis ve T. foetida'nin sporlarinin kahverengi,
kiiremsi, elipsoidal ve geperinin diizensiz oldugunu; T. caries'in ise sporlarinin sari
kahverenginden koyu yesile kadar degisen renkte oldugunu ve hiicre ¢eperlerinin 5-6

koseli, bal renginde oldugunu belirlemistir (Tuncel, 2006).
1.6. Genetik Cesitliligi Belirlemede Kullanilan Belirte¢ Yontemleri

Tilletia tiirlerinin teliospor morfolojileri, genomik yapilart ve ITS bdlgelerinin
birbirlerine son derece benzer olmasindan dolayi, bu tiirleri birbirinden ayirt etmek de
oldukga giictiir (Yuan, vd., 2009). Bu organizmalari tanimlamak igin asagida agiklanan

morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler belirte¢ yontemleri kullanilir.
1.6.1. Morfolojik markorler (Belirtecler)

Calisilan organizmanin seklen incelenerek verilerin elde edilmesi temeline
dayanan, gorsel olarak belirlenebilen, fenotipik kantitatif 6zelliklerin belirlendigi bir
yontemdir (Meglic ve Staub, 1996; Nursen, 2012). Morfolojik belirtegler genellikle
dominant olmalari, dominant bir geni resesif genden ayirmada kullaniimalari,
belirlenecek karakterin say1r bakimindan az olmasi sebebiyle analizinin kolaylikla
yapilabilmesi ve basit gozlemlerle populasyonun haritalanmasindan dolay1 tercih
edilirler. Ancak, incelenen morfolojik karakterlerin ¢evre kosullarindan etkilenmesi,

cesitli stres faktorlerinden dolayr genotipte meydana gelen mutasyonlar, her karakter
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icin morfolojik ¢esitliligin yeterli diizeyde olmayisi, heterozigot karakterlerin
belirlenememesi bu yontemin kullanilmasini olumsuz yonde etkilemistir (Benli, 2009;

Kaymak, 2010).
1.6.2. Biyokimyasal markorler (Belirtecler)

Tek hiicrelilerden ¢ok hiicrelilere kadar her canli i¢in farkli proteinler, sekonder
metabolitler veya kimyasal yapilar ve izoenzimler biyokimyasal markor olarak
kullanilabilmektedir. Protein markorler, morfolojik karakterlerle kiyaslandiginda gok
daha etkili sonu¢ vermelerine karsilik sicaklik, stres kosullari, hastalik vb. faktdrlerden
etkilenirler (Giilsen ve Mutlu, 2005). Kodominant markorler olmalari, analizlerinin
ucuz, kolay ve giivenilir olmasi bu markérlerin tercih edilme sebebidir, fakat bazi
izoenzimlerin 6zel dokularda ve belli bir gelisme periyodunda goézlemlenebilmesi,
sayilarinin ¢ok az olmasi, epistatik ve pleotrofik etki gostermeleri bu markorlerin

dezavantajlaridir (Benli, 2009).
1.6.3. Molekiiler markorler (DNA belirtecleri)

Molekiiler markdrlerin kaynagi hiicrede bulanan DNA'dir. Molekiiler belirtec,
DNA'nin bir pargasi diger bir deyisle belirli bir genle beraber aktarilan bir DNA
pargasidir. Aslinda tanimlanan bir gendir ama genomun belirli bir parcasini ifade ettigi
icin belirte¢ denilmektedir. Canlilarin yapisini belirleyen sifre de DNA zincirlerinde
oldugundan molekiiler markdrler, canli populasyonlarindaki ¢esitlilik ve ya o
populasyon i¢indeki organizma genotipleri arasindaki iliskilerin tespitinde % 100'e
yakin giivenirlilikle degerlendirilirler. Bugiin molekiiler markorler bitki sistematiginde
tir tanimlanmasinda ve 1slahinda, gen kaynaklarmin degerlendirilmesi ve genetik
varyasyonun arastiritlmasinda etkin olarak kullanilmaktadir (Giilsen ve Mutlu, 2005).
Son 20 yil icerisinde hizla gelisen molekiiler markor teknolojisi, cesitlerin birbirleri
arasindaki genetik farkliligin belirlenmesi, kromozom haritalamalari, gen kaynaklarimin
karakterize edilmesi, evrimsel gelisim analizi ve transformasyonda basari diizeyinin

belirlenmesinde yeni yontemler ortaya koymustur (Cheng, vd., 2015).

Bitkilerde genetik iligkileri ortaya ¢ikarmak ig¢in kullanilan ilk DNA belirteci
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) olmustur. Fakat bu yontemin

analizlerinin pahali olmasi, fazla zaman, isgiicli gerektirmesi ile fazla miktarda ve



11

yiiksek kalitede DNA'ya gereksinim duyulmasi PCR'a dayali molekiiler belirteglerin
gelismesine neden olmustur (Walton, 1993). Birgok farkli PCR tabanli teknik son 20
yilda gelistirilmis olup ¢esitli avantaj ve dezavantajlara sahiptir (Giilsen ve Mutlu,
2005). Bu DNA belirteclerinden bazilar1t RAPD (Randomly Amplified Polymorphic
DNA), ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat), AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism) ve mikrosatellitlerdir (SSR-Simple Sequence Repeat) (Cheng, vd.,
2015; Dogan, 2010; Tanksley, 1989).

Markdr temelli PCR yontemleri; polimorfizm gosterme kaliteleri, dominant veya
ko-dominant markorlerin - tespitine izin  vermeleri, verimlilik, otomasyon ve
maliyetlerinin farkli olmasi agisindan birbirilerinden ayrilirlar. En sik kullanilan markor
tekniklerinin bu 6zellikleri asagidaki Cizelge 1.1.'de verilmistir (Ozatay, 2007; Meksem
ve Kahl, 2006).

Cizelge 1.1. En fazla kullanilan PCR markorlerinin kargilastirilmast.

Teknik PCR Polimorfizm Dominanthk Verimlilik Otomasyon Maliyet

RFLP Hayir Disiik/Orta Kodominant  Yiiksek Diisiik Yiiksek
AFLP Evet Yiksek Dominant Yiksek  Orta/Yiiksek  Orta
RAPD Evet Orta/Yiksek  Dominant Diistik Orta Diisiik

SSR Evet Yiiksek Kod minant  Yiiksek  Orta/Yiiksek Diisiik
ISSR  Evet Yiiksek Dominant Yiiksek  Orta/Yiiksek  Diisiik
STS Evet Yiiksek Kodominant  Yiiksek  Orta/Yiiksek Diisiik

SCAR Evet Yiiksek Kodominant Yiksek Orta Orta
(Meksem ve Kahl, 2006)

Bu yontemler klasik yontemlere gore biiyiik avantajlar saglamaktadir.
Morfolojik ve biyokimyasal markdrlerin uygulamadaki yetersizlikleri molekiiler
markorlerin uygulanmasiyla ortadan kalkmistir. Molekiiler teknikler, diger tekniklere

gore daha fazla avantajlara sahip olmalara su sekilde 6zetlenebilir.

1) Cevre faktorlerinden etkilenmezler.
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2) Cekirdek ve farkli kalitim sekline sahip kloroplast ve mitokondri gibi organel

genomlari ile ayr1 ayri ¢alisilabilirler.
3) Polimorfizm oranlar yiiksektir.

4) Pleiotrofik (tek bir genin birden fazla karakterden sorumlu olmasi) ve epistatik (bir
karakterin ortaya c¢ikmasindan sorumlu olan bir genin farkli bir gen tarafindan
baskilanmasi) etkilerden daha az etkilendiklerinden genetik degisiklikleri daha fazla

yansitirlar.

5) Her bir ebeveynden gelen farkli karakterler tespit edilebildiginden organizmanin

genetik orijini tespit edilebilir.
6) Sonuglarin tekrar edilebilirligi yiiksektir.

7) Sonsuz sayida molekiiler markor elde edilebilir (Giilsen ve Mutlu, 2005; Kabaoglu,
2007; Benli, 2009).
1.6.3.1. ISSR-PCR yontemi

ISSR markorler, RFLP, AFLP, RAPD, CAPS (cleavage amplified polymorphic
sequence), SSR ve SCAR (sequence characterized amplified region) gibi ¢esitli DNA

markorleri ile kiyaslandiginda bazi avantajlara sahip daha yeni yontemlerdir (Gao, vd.,
2010). Ozellikle uygulanmasi kolay ve ekonomik olmalarindan dolayr ISSR markérleri
daha fazla tercih edilmektedir (Gao, vd., 2014; Perera, vd., 2014; Nanda vd., 2012; He
vd., 2007).

Bu yontem ilk kez Zietkiewicz ve ark. tarafindan gelistirilen dominant bir
belirte¢ teknigidir. ISSR belirtecleri genomik DNA'y1 hedef alarak genom iizerindeki
ters diizenlenmis mikrosatellit tekrar bolgeleri arasinda kalan 100-3000 baz ¢ifti
biyiikliigiindeki pargalarin gogaltilmasi esasina dayanmaktadir. Genom boyunca yer
alan iki tekrar bolgesi arasindaki DNA pargalarinin PCR ile ¢ok sayida kopyalar
olusturulur. ISSR bolgeleri tek primer ve tek enzim kullanilarak PCR yapilir ve olusan
iiriinler elektroforez ile agoroz jelde yiirlitiilerek biiyiikliikkleri bakimindan DNA'larin

ayrimi yapilir (Zietkiewicz, vd., 1994).

Yontem, 5' ve 3' sonda giiclendirilen kisa, tekrarlanan DNA zincirlerinin primer

olarak PCR reaksiyonunda kullanilmasini, PCR iriinlerinin elektroforez ile
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biiyiikliiklerine gore ayrilmasini ve jel iizerinde DNA'larin tespitini igerir (Zietkiewicz,
vd., 1994). Primer olarak 2 ile 4 arasinda degisen farkli veya ayni niikleotidlerle
sabitlestirilen, basit olarak tekrarlanan DNA zincirleri kullanilir. Bir reaksiyonda
tekrarlanan zincir ayn1 kalmak kaydiyla, sabitlestirici DNA'larin farkli kombinasyonlari
primer olarak ayni reaksiyonda kullanilarak bir tek PCR reaksiyonunda gii¢lendirilen
hedef DNA zincirlerinin sayisi arttirilir. Dolayisiyla da bir tek jel {izerinde iiretilebilecek
bant ya da markor sayisi arttirtlir. Bu, diger DNA markorlerinin tiretebildigi sayilarla

karsilastirildiginda 6nemli bir avantaj saglar (Giilsen ve Mutlu, 2005)

ISSR teknolojisi ters diizenlenmis yakin aralikli mikrosatelitlerin arasindaki
bolgelerin (100-300 bg) amplifikasyonuna dayanmaktadir. Filogenetik analizlerde, gen
tespitinde, genom haritalamalarinda, melezleme 1slah ¢alismalarinda, tiir i¢i akrabalik
iligkilerini ortaya c¢ikarmak igin populasyon genetiginde ve evrimsel biyolojide

kullanish bir yontemdir.

Bu yontem RAPD'e gore oldukga giivenilir, tekrarlanabilirlik orani yiiksek ve
PCR kosullarindan c¢ok etkilenmeyen bir tekniktir. Bu teknik genetik g¢esitlilik,
smiflandirma, molekiiler markér bulma calismalari, evrim ve genom haritasi olugturma

calismalarinda son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Turung, 2010).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Cahisma Materyali ve On Hazirhk:

Bu calismada farkli lokalite ve konakgilardan elde edilen, bugdaylarda siirme
hastalig1 etmeni olan 13 farkli T. foetida izolati ile 1 T. caries izolati kullanilmistir
(Cizelge 2.1). Calisma materyalleri Eskisehir Ge¢it Kusagr Tarimsal Arastirma
Enstitlistinden temin edilmistir (Eskisehir, Tiirkiye).

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan T. foetida izolatlari, cografi orijinleri ve izole
edildikleri konakgilar.

Izolat No Tiir Cografik Orijin Konakc¢1 Bugday
Cesidi

Izolat 1 T.foetida  Tozman Yaylasi Diiden Mevkii Kirkambar
izolat 2 T. caries Tozman Yaylas1 Diiden Mevkii Kirkambar
izolat 3 T. foetida  Tozman Yaylas1 Diiden Mevkii Kirkambar
izolat 4 T.foetida  Tozman Yaylasi Diiden Mevkii Kirgiz
izolat 5 T.foetida  Tozman Yaylasi Diiden Mevkii Kirgiz

izolat 6 T.foetida  Tozman Yaylas: 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 Koyt Gerek-kirgiz-A
fzolat 10  T.foetida  Kavacik Koyii Gerek-kirgiz-B
fzolat 11  T.foetida  Kavacik Koyii Gerek-kirgiz-B
fzolat 12  T.foetida  Kavacik Koyii Gerek-kirgiz-B
Izolat 13  T.foetida  Tozman Yaylas1 Diiden Mevkii Katea
izolat 14 T.foetida  Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma  Gerek

Enstitistu

Ornekler, hastalikli konukgilari olan ekmeklik bugday taneleri ile birlikte temin
edilmis ve ¢alismalarda bu taneler kullanilmistir. Hastalikli tanelerden siirme sporlari,
her bir basagin i¢indeki sporlu tane ayr1 ayr kirilarak ve sadece siirme sporlar1 kalana

kadar bugdayin kavuz kismi1 uzaklastirilarak elde edilmistir (Sekil 2.1).
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Elde edilen siirme izolatlarinin sporlari, gDNA ve total RNA izolasyonu igin
yikanmig ve % 70'lik etonolden gecirilmis havanlarda sivi azotla muamele edilerek

izolasyon i¢in hazir hale getirilmistir.

Sekil 2.1. T. foetida izolatlarinin spor goriintiileri.

2.2. T. foetida Sporlarindan Genomik DNA izolasyonu
2.2.1. DNA izolasyon yontemi

Klasik DNA izolasyonu yontemi ile T. foetida sporlarindan genomik DNA izole

etmek icin CTAB tamponu kullanilmistir.
CTAB Litik Tampon Hazirlig::
1grCTAB
14 ml 1.4 M NaCl veya 4.095 g toz NaCl
5ml 1M Tris
2ml 0.5 M EDTA (EtilenDiamin TetraAsetikasit)

0.5 g PVP (polyvynil pyrodine)
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Soliisyonun son hali steril distile su 50 ml'ye ile tamamlanmis ve 120 °C'de 20
dakika otoklavlanmigtir. Steril edildikten sonra tampona 200 pl B-merkaptoetanol

eklenmistir.

Calismadan 6nce 2xCTAB (Hexadecyltrimthylammonium bromide) tamponu su

banyosunda 65 °C'de 15 dk. 1sitilmis ve hazir hale getirilmistir.

> Sivi azotta 6gitilmis T. foetida 'ya ait 100 mg mantar sporu 2 ml'lik ependorf
tiiplerine konularak tizerine 750 ul CTAB tamponu eklenip homojen hale gelene

kadar yavasca pipetlenmistir.

» Karisim tiipii her 5 dk.'da alt iist edilmek kosulu ile 62 °C'de 30 dakika inkiibe

edilmistir.

» Karisim tiipiine esit hacimde kloroform:isoamil (750 ul) alkol eklenip 10 dakika

boyunca alt iist edilerek karistirilmistir.

» Karisim 10 dk alt tst edildikten sonra 7500 rpm'de 10 dakika santrifiijlenmis ve
iistte kalan sivi kistm yeni 1.5 ml'lik ependorf tiipline aktarilmistir. Aktarilan

miktar pl cinsinden kayit edilmistir.

> Yeni ependorf tiipiine Aktarilan miktarin 2/3'i kadar -20 °C'de bekletilen
isopropanol karisima eklenmis, birka¢ kez alt {ist edildikten sonra -20 °C'de 2

saat inkiibe edilmistir. ( 1 giin de bekletilebilir).

> Inkiibasyon sonunda karisim tiipii 10000 rpm'de 10 dk. santrifiijlenip

stipernatant dikkatlice dokiilmiistiir.

» Olusan DNA peleti bityiikliigtine gore 200-400 pl % 70'lik soguk etil alkol ile 2
kez yikanmis ve c¢eker ocakta veya acik havada kuruyana kadar bekletilmistir.

Yikama islemi 1000 rpm 1-2 dK. santrifiijlenerek yapilmistir.
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» Kuruyan DNA peleti istenilen DNA konsantrasyonuna gore 50-100 pl steril

deiyonize su ile veya TE buffer da ¢oziindiiriilmiistiir.
2.2.2. DNA'nin spektrofotometre'de dl¢iimii, miktar ve kalite tayini

Oncelikle izole edilen total DNA 6rneklerinden 5 ul alinarak % 0.8'lik 80 ml
agaroz jelde 90 volt'ta 35 dk. yiiriitiilmiis ve ilerleyen ¢aligmalar i¢in DNA elde edilip

edilmedigi kontrol edilmistir.

izole edilen genomik DNA'larin sonraki basamaklarda kullanimma ge¢meden
once saflik derecelerinin ve kalite miktarlarinin kontrol edilmesi amaciyla genomik
DNA'larin Nanodrop Spektrofotometre cihazinda 260 ve 280 nm dalga boylarinda
okumasi yapilmis, nanogram veya mikrogram cinsinden saflik ve miktarlari tespit
edilmistir. Bu ol¢iimlerde izolatlarin DNA peletleri hangi tampon ile ¢oziilmiis ise o
tampon kér olarak kullanilmistir. Olgiimlerde 260 ve 280 dalga boyundaki 1.8' den
biiyiikk 6l¢iim sonuglart ¢alisma igin uygun goriilmistiir. Spektrofotometre'de okunan

degerler ile asagidaki formiiller kullanilarak DNA miktari saptanmistir.
e DNA miktari= OD260 x diliisyon katsayist x 50 pl/ml
2.2.3. ISSR-PCR i¢in kalip DNA hazirhg:

Genomik DNA'lardan ISSR-PCR'da kullanmak amaciyla % 2'lik ¢alisma
soliisyonu hazirlanmistir. Bunun i¢in pl'sinde 2 ng DNA olacak sekilde genomik

DNA!lar steril distile su ile seyreltilmistir.
2.3. ISSR-PCR Analizleri
2.3.1. ISSR-PCR hazirh@ ve kosullar:

ISSR-PCR analizi ile T. foetida izolatlarindaki polimorfizmi belirlemek i¢in
DNA dizileri British Colombia Universitesi Biyoteknoloji Laboratuvarmdan (Kanada)
temin edilen 25 farkli ISSR primeri, Sentromer (Istanbul, Tiirkiye) firmasina iirettirilmis

ve ¢alismada kullanilmigtir (Cizelge 2.2).

Basit sekans arasi tekrarlar (ISSR-Inter Simple Sequence Repeat) birbirine ¢ok

yakin ve karsilikli bicimde konumlanmis tekrar bolgeleri arasinda yer alan yaklasik
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100-3000 bp uzunlugundaki DNA parcalaridir. Bu teknik Zietkiewicz ve ark. (1994)
tarafindan gelistirilmistir. Bu yoOntem, mikrosatellitler arasinda tekrarlanan DNA
sekanslarinin PCR ile ¢ogaltilmasi temeline dayanir. ISSR belirtecleri genetik yapi,
genetik ¢esitlilik, filogeni, gen tespiti, genom haritalama caligmalarinda ve evrimsel

biyolojide kullanilmaktadir.

Cizelge 2.2. Kullanilan ISSR primerleri ile ilgili bilgiler.

Primer kodu  Primerin dizisi (5'...3") TAo(°C)  Sonug
1 ISSR-01 AGA GAG AGA GAG AGA GG 52.8 Polimorfik
2  ISSR-02 GAG AGA GAG AGA GAG AT 50.4 Polimorfik
3 ISSR-10 GGG TGG GTT GGG GTG 58.8 Polimorfik
4  ISSR-25 TGT GTGTGT GTG TGT GA 50.4 Polimorfik
5 ISSR-27 GTG CGT GCGTGC GTG C 59.4 Polimorfik
6 ISSR-28 CGATGG ATG GATGGAT 49.2 Polimorfik
7  ISSR-29 GAG AGA GAG AGA GAG AC 52.8 Polimorfik
8 ISSR-815 CTCTCTCTCTCTCTCTG 52.8 Polimorfik
9 ISSR-829 TCTCTCTCT CTC TCT CG 52.8 Polimorfik
10 ISSR-847 CAC ACA CAC ACACAC ARC 53.7 Monomorfik
11 ISSR-861 ACC ACC ACC ACC ACCACC 60.5 Monomorfik
12 ISSR-862 AGC AGC AGC AGC AGC AGC 60.5 Polimorfik
13 ISSR-866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC 60.5 Polimorfik
14 ISSR-301 GAG CAA CAA CAA CAA CAA 50 Polimorfik
15 ISSR-309 GAG AGA GAG AGA GAG AA 50 Polimorfik
16 ISSR-310 AGA GAG AGA GAG AGA GT 50 Polimorfik
17 ISSR-312 ACA CACACACACACAC 52 Polimorfik
18 ISSR-324 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 52 Polimorfik
19 ISSR-03 GTGTGT GTGTGT GTGTC 52.8 Calismadi
20 ISSR-04 ACA CAC ACACACACACC 52.8 Caligmad1
21 ISSR-09 GGATGG ATG GATGGA T 49.2 Calismadi
22 ISSR-814 CTCTCTCTCTCTCTCTA 50.4 Calismadi
23 ISSR-818 GTGTGT GTGTGT GTG TA 52.8 Calismadi
24 ISSR-819 CAC ACA CAC ACACACAG 50.4 Calismadi
25 ISSR-824 TGT GTGTGT GTG TGT GC 52.8 Calismadi

(Y=(C,T)B=(C,G,T) D=(AG,T)V=(AGC))
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ISSR-PCR uygulamalarinin gerceklestirilebilmesi i¢in primerlerin baglanma
sicakliklarinin belirlenmesi gerekir. Bu amagla calismalarda kullanilan ISSR primerlerin

baglanma sicakliklar1 asagidaki formiille hesaplanmistir:
(A+T baz sayilar1) x 2 °C + (G+C baz sayilar1) x 4 °C=TA°C

ISSR-PCR reaksiyonlar1 25 pl ve 12.5 pl'lik hacimlerde 1X Taq Buffer, 2 uM
MgCl,, 2.5 uM dNTP, 2.5 uM primer, 6 ng kalip DNA ve 1U Taq polimeraz enzimi
(Fermantas, Amerika) kullanilarak hazirlanmistir. Her bir primer i¢in hazirlanan negatif
kontrol reaksiyonlara eklenmistir. Bu reaksiyonlarda kullanilan PCR bilesen ve

miktarlart Cizelge 2.3'te verilmistir.

Cizelge 2.3. Kullanilan ISSR-PCR bilesenleri ve miktarlari.

Bilesen Miktar Miktar
dH,O 14.8 ul 6.4 ul
10X Taq Buffer 2.5 ul (1x) 1.25 ul (1x)
25mM MgCI2 1.5 ul (2.5 uM) 1 pl (2.5 uM)
2.5mM dNTP 2 ul (2.5 uM) 1.25 pl (2.5 uM)
2.5mM Primer 2 ul (2.5 uM) 1 ul (2.5 uM)
Kalip DNA 2 ul (6 ng) 1.5 ul (6 ng)
Taqg Polimeraz 0.2 ul 0.1 ul
Toplam 25 ul 12.5 ul

PCR reaksiyonlar1 Cizelge 2.4'te verilen kosullarda Techne 5PrimeG termal
(Prizma) ve Applied Biosystems Veriti gradient termal dongii aleti kullanilarak

gergeklestirilmistir.



Cizelge 2.4. ISSR-PCR uygulama protokolii.

Dongii Sicaklik (°C) Siire
Sayisi
Baslangi¢c Denatrasyonu 1 95 4 dk.
Denatrasyon 94 45 sn.
Baglanma 45 49.2-60.5 45 sn.
Uzama 72 90 sn.
Final Uzamasi 1 72 7 dk.
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2.3.2. Agaroz jel elektroforezi ile ISSR-PCR iiriinlerinin yiiriitiilmesi

Olusan ISSR-PCR iiriinleri yatay jel elektroforezi (Thermo, Midicell Promo) ile
% 1.2'lik agaroz jel lizerinde ayrilmistir. Agaroz jeller 5X TBE stok tamponunun
seyreltilmesi ile elde edilen 0.5X TBE tamponu ile hazirlanmigtir. Uygun bir erlen
icinde 0.5X TBE tampon ile birlikte kaynatilan % 1.2'lik agaroz katilasmadan once
10X'lik 7 pl etidyum bromid ilave edilerek karistirilmis ve jel tablasina dokiilmiistiir.

PCR firtinleri her bir kuyucuga 9 pul 6rnek 1 pl yiikleme tamponu olmak tizere 10

ul yiklenmis ve 90 V'ta 70 dk. yiiriitiilmiistiir. Bant biiyiikliiklerinin  belirlenmesi
amaciyla her jelde ilk ve son kuyucuklara 100 bp'lik DNA ladder (Fermentas)

yiiklenmistir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. A) Fermantas gene ruler 100 bp DNA ladder plus. B) Fermentas gene ruler 1
kb DNA ladder .

2.3.3. ISSR-PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi ve degerlendirilmesi

Agaroz jel elektroforezinde yliriitme isleminden sonra olusan bant profilleri UV
translimiinatorii altinda gozlemlenmis ve Uvitec marka jel dokiimantasyon sistemi
kullanilarak fotograflanmistir. Bant biiyiikliikleri sekil 2.2'deki 100 bp'lik DNA ladder

(Fermentas) markor ile kiyaslanarak degerlendirilmistir.
2.3.4. ISSR-PCR sonuclarinin biyoinformatik analizi

Jel fotograflari lizerindeki her bir ISSR bandi i¢in PhoretixIDPro Software
(Non-linearDynamics) programi yardimiyla, var (1) ya da yok (0) ikili matrisleri
Olusturulmustur. Bu veriler kullanilarak cesitler arasindaki genetik benzerlik degerleri
Jaccard indeksi belirlenmis ve UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic
mean) programiyla cesitler arasindaki genetik iligkileri gosteren dendrogram elde
edilmistir. Calismada kullandigimiz primerlerin polimorfizm bilgi icerikleri (PBI) Riek
ve ark. (2001) dominant markéorler igin kullandigi asagidaki formiil yardimi ile

hesaplanmaistir :
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PBi=1-[f?+(1- 7]
Bu formiilde f, veri setindeki markoriin frekansidir.
2.4. Spesifik ISSR Markor'lerinin Tespiti

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), bitki hastaliklarini teshis ve tespit
edilmesinde kullanilan 6nemli bir aragtir (Koprivica ve ark, 2004). Siirme sporlart ile
kontamine olmus tohumlar1 gozle ayirt edilmesi ya da tohumlarin tek tek mikroskopta
incelenmesi miimkiin olmayip, etkin yontemler degildir. Bu c¢alismada, kontamine
olmus bugday tohumlarinin ekim Oncesinde erken tespit edilebilmesi i¢in PCR tabanl

yonteme uygun bir ISSR molekiiler markoriiniin gelistirilmesi amaglanmuistir.
2.4.1. ISSR markor secimi

Stirme etmeni T. foetida ve T. caries'in ekim Oncesi teshis edilebilmesi i¢in
Cizelge.2'de verilen 25 farkli ISSR pirimeri taranmis ve bu primerlerden ISSR-847
no.lu 5 CAC ACA CAC ACA CAC ARC 3' dizilimine sahip ISSR primeri ve ISSR-
861 no.'lu 5' ACC ACC ACC ACC ACC ACC 3' dizilime sahip ISSR primerin markor

olabilecegine karar verilmistir.

2.4.2. Konak¢1 bugday DNA'sinda patojene spesifik ISSR markérlerinin test

edilmesi

2.4.2.1. Konake¢i bugday cesitleri ve DNA izolasvyonu

Calismada Eskisehir Gegitkusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisiinden temin edilen
(Eskisehir, Tirkiye) siirmeye karsi dayanikli ve ya hassas oldugu bilinen 18 farkl
ekmeklik bugday ¢esiti (Cizelge 2.5) kullanilmigtir. Bugday ¢esitlerinden total DNA
izolasyonu Doyle ve Doyle tafindan kullanilan klasik DNA izolasyonu ydnteminin
modifiye edilmesiyle, CTAB tamponu kullanilarak yapilmistir (Doyle ve Doyle, 1987)

2.4.2.2. Konakc1 bugday DNA'sinda spesifik ISSR markor'lerin PCR ile test

edilmesi
Tilletia sp. izolatlarinda monomorfik bantlar veren 847 numarali ISSR spesifik
markdr'iin bugdaylarda farkli polimorfik bantlar verdigini gostermek igin Cizelge.3'te

verilen miktarlar ve Cizelge.4'te verilen kosullarda PCR'lar1 yapilmistir.
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Cizelge 2.5. Konak¢i DNA ayiriminda kullanilan farkli bugday cesitleri.

Ornek No Bugday Cesidi
1 Heines VII
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

[EY
(00]

Thulelll; P.1. 181463, BW

2.5. T. foetida cDNA Kiitiiphanesinin Olusturulmasi
2.5.1. T. foetida total RNA'simin izolasyonu

Gilinlimiizde biylik oranda TRIzol soliisyonu kullanilarak yapilan izolasyon
yontemi yaygindir. Bitki, hayvan ve mikroorganizmalar i¢in farklit RNA izolasyon
yontem ve basamaklart mevcut olup, her organizma grubu i¢in ayr1 ayri modifiye
edilmis RNA izolasyon yontemleri uygulanmaktadir. T. foetida izolatlarindan 3, 7, 11
ve 12 no.lu 6rneklerin toplam RNA'lar1 farkli yontemlerle izole edilmeye ¢alisilmis ve
sadece 7 numarali izolat dan (T. foetida) TRIzol (Sigma, Amerika) soliisyonu ile istenen

kalitede toplam RNA izole edilebilmistir.
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Toplam RNA izolasyon protokolii:

>

S1v1 azotla 6giitlilmiis mantar sporlarindan 50-100 mg 6rnek alinarak 1.5 ml'lik
ependorf tiiplerine konulmus ve 1 ml TRIzol ile muamele edilmistir.
Niikleoproteinlerin tam olarak ayrilmasimi kesinlestirmek icin 6rnekler oda
sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. TRIzol ile homojenize veya lize edilen

ornekler —70 °C'de 1 ay saklanabilmektedir.

TRIzol eklenen sivi karisim 4 °C'de 12000 g'de 10 dk. santrifiijlenmistir. Bu

asamada siipernatant yani tistte kalan sivi kisim RNA ve protein igermektedir.

Stipernatant kismi1 alinip bagka bir ependorf tiipiine aktarilarak oda sicakliginda

tekrar 5 dakika bekletilmistir.

Daha sonra her 1 ml TRIzol i¢in 0.2 ml olacak sekilde kloroform eklenmis ve

ornek sikica kapatilarak 15 sn. giiclii bir sekilde calkalanmuistir.

Calkalanan karistm oda sicakliginda 10-15 dk. bekletildikten sonra 4 °C'de
12000 g'de 15 dk. santrifiijlenmistir.

Altta bulunan kirmizi organik faz proteinleri, ince bir tabaka seklinde ara faz

(interfaz) DNA'y1 ve iistte berrak sulu faz ise RNA'y1 icermektedir.

Renksiz olan iist siv1 faz dikkatlice orta faza dokunmadan alinmis ve yeni bir
1.5 ml'lik ependorf tiipline aktarilmistir. Her 1 ml TRIzol i¢in 0.5 ml izopropanol
eklenmis ve 5-10 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

Tiipler 4 °C'de 12000 g'de 8-10 dk. santrifiijlenmis ve santrifiij isleminin

sonunda RNA peleti tiipiin dibinde bir kenarda gériilmiistiir.

Dikkatli bir sekilde siipernatant kismi dokiilmiis ve pelet her 1 ml TRIzol i¢in 1
ml % 75'lik etanol ile vortekslenerek ya da 4 °C'de 5 dk. 7500 g'de
santrifiijlenerek yikanmustir. Pelet yiizer sekildeyse 4 °C'de 12000 g'de yine
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santrifiijlenip ¢okmesi saglannmstir. Ornekler etanolde 4 °C'de 1 hafta, —20 °C'de

1 yil siireyle saklanabilmektedir.

» Etanol uzaklastirilmis ve pelet ¢eker ocakta 15-20 dk. kurutulmus ve 80 ul
dH,0 ile ¢ozdirilmistir (Chomczynski, vd., 1995).

2.5.2. RNA'nin spektrofotometre'de dl¢ciimii, miktar ve kalite tayini

izole edilen toplam RNA'dan 10 ul alinarak % 1.4'lik 80 ml agaroz jelde 90
volt'ta 35 dk. yiiriitiilmiis ve ilerleyen ¢alismalar i¢in toplam RNA elde edilip edilmedigi
kontrol edilmistir. Ayrica izole edilen toplam RNA'nin Nanodrop Spektrofotometre'de
260 ve 280 nm (nanometre) dalga boylarinda 6l¢timii yapilmis ve istenen kalitede olup
olmadig1 kontrol edilmistir. Olgiimlerde 260 ve 280 oram 1.8' den biiyiik olmalidir.
Spektrofotometre'de okunan degerler ile agsagidaki formiiller kullanilarak toplam RNA

miktar1 saptanmustir.
e RNA miktari= OD260 x diliisyon katsayis1 x 40 pl/ml
2.5.3. RT reaksiyonu ile cDNA'nin eldesi

Toplam mRNA' nin poli A kuyruguna oligo dT primeri ekleyerek mRNA'ya
komplementer c¢cDNA'nin ilk ipligini sentezlemek igcin RT reaksiyonu
gerceklestirilmistir. cDNA sentezi i¢in yaygin olarak kullanilan iki tip ticari reverse
transkriptaz enzimi vardir. Bunlardan biri Avian Myeloblastosis Virus (AMV) RT
digeri Moloney Murine Leukemia Virus tarafindan kodlanan MMLV Reverse
Transkriptaz (MMLV RT) enzimidir. Enzim biri polimeraz digeri de RNaz H aktivitesi
olmak ftizere iki gorevi yerine getirir. AMV reverse transkriptaz biri polimeraz digeri
RNaz H aktivitesi olan iki alt birimden; MMLV RT ise polimeraz aktivitesi olan ve
RNaz aktivitesi diisiik olan bir birimden olusur. Yiiksek Rnaz aktivitesi olusacak cDNA
nin verimini diigliriir, 6rnegin uzun mRNA kaliplarinda, kalibin heniiz c¢cDNA
sentezlenmemis kismi1 RNaz H tarafindan parcalanabilir, bu istenilen {riiniin elde
edilememesine neden olur. MMLV RT c¢DNA'nn ikinci ipliginin sentezini, ilave DNA
polimeraza gerek kalmaksizin basarilabilmektedir ve yiiksek sicakliklarda da

calisabilmesinden dolay1 cogunlukla tercih edilir (Roth, vd., 1985).
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Bu reaksiyon i¢in RevertAid First Stand cDNA Synthesis (#K1622 Fermantas)

kiti kullanilmistir. Tiim basamaklar kit prosediiriine gore yapilmistir.

>

Reaksiyona 3 pg girecek sekilde RNA izolasyonunda elde edilen RNA
orneginden 0.5'lik PCR tiiplerine konulmustur. Uzerine 2 ul Oligo (dT)18
primer (0.5 pg/ul) eklenmis ve son hacim steril distile su ile 24 ul ye

tamamlanmastir.

Karisim su banyosunda 70 °C'de 5 dk inkiibe edildikten sonra tekrar buza

alinmustir.

Buz iginde reaksiyon tiipiline sirasiyla asagidaki bilesenler eklenmistir.

e 5x reaksiyon tamponu 8 ul
e Ribolock Riboniikleaz inhibitor (20 u/pl) 2 pl
e 10 mM dNTP mix 4 ul

Karigim 37 °C'de 5 dk su banyosunda inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda karistma 2 pl M-MuLV reverse transkriptaz (200 u/pl)
enzimi eklenerek 42 °C'de 60 dk bekletilmistir.

Son olarak reaksiyon 70 °C'de 10 dk inkiibe edilerek enzimin inhibe edilmesi ile
sonlandirilmistir. (Daha sonra kullanilmasi planlanan reaksiyon -20 °C'de

bekletilebilir).

2.5.4. cDNA'ya sitozin kuyrugunun eklenmesi (dC tailing)

RT yaparak elde ettigimiz tek iplikli cDNA'nin 5' ucunda poliT kuyrugu

olusmustur (MRNA'nin 3' ucuna komplementer). Fakat mRNA'nmin 5' ucunda, 3'

ucundaki gibi bir poliA kuyrugu bulunmadig i¢in olusan tek iplikli cDNA'min 3' ucunda

herhangi bir primer baglanma noktas1 olusmamaktadir. Bu nedenle ede edilen cDNA

larin ikinci ipligini sentezleyebilmek adina c¢DNA'min 3' ucuna terminal transferaz
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enzimiyle (TdT) bir poliC kuyrugu eklenmistir. Bu yonteme dC Tailing adi

verilmektedir.
Promega marka terminal transferaz enzimi ile hazirlanan reaksiyon;

e 5x TdT tamponu 4 ul
e cDNA kalib1 (RT reaksiyon) 14 ul
e 2 mM dCTP (sitozin tri fosfast) 1 ul

0.5'lik PCR tiipiindeki karisgm 3 dk. 95 °C'de tutulmus ve ardindan buza
almmustir. Tiip kisaca spin attirilmis ve 1 pl TdT enzimi eklenmistir. 37 °C'de 20 dakika
inkiibe edilmis ve ardindan 70 °C'de 10 dakika bekletilmistir.

2.5.5. Oligo dG primeri ile cDNA'nin ¢ift iplige doniistiiriillmesi

mRNA kalibinin 5'ucu ¢cDNA'nin 3'ucuna karsilik gelmektedir. RT reaksiyonu
ile tiretilen cDNA populasyonunun 3' uclarina terminal transferaz enzimi (Promega)
aracilifiyla poliC kuyrugu (dC tailing) takilmistir (Matz, vd., 1989). Bu sayede
cDNA'nin ikinci ipliginin sentezlenebilmesi i¢in Oligo-dG20 primerinin oturma bdlgesi
olusturulmustur. Oligo-dG20 primeri ile PCR reaksiyonu kurularak koplemeter cDNA
ipligi elde edilmistir. Elde edilen cDNA'lar ligasyon isleminde insert olarak kullanilmis
ve pGEM-T Easy plazmiti ile klonlanarak dizi analizleri yapilmistir.

o Steril deiyonize H20 8.8 ul

e 10x PCR Tamponu ((NH4)2SO4'ii) 2.5 pl

e MgCI2 (2.5 mM) 1.5 ul

e dNTP Mix (2.5 mM) 1 ul

e dG20 Primer (2.5 uM) 1 ul

e dCtailing 10 pl

e Taq Polimeraz (5u/ul) 0.2 ul
Toplam: 25 ul

PCR igin 1s1 sartlar1 "94 °C 3dakika 60 °C 1 dakika 72 °C 7 dakika" seklindedir.
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2.5.6. RT-PCR (Geri transkripsiyon-Polimeraz zincir reaksiyonu)

Daha sonraki asamalarda kullanabilmek adina calismada elde ettigimiz
cDNA'larin pozitif olup olmadigini teyit etmek icin, 861 ve 866 numarali primerler
kullanilarak RT-PCR (GeriTranskripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu) kurulmustur.
Reaksiyon bilesenleri asagida gosterildigi sekilde (Cizelge 2.6) olup, RT-PCR kosullar
Cizelge 2. 4' te gosterilmistir.

Cizelge 2.6. Kullanilan RT- PCR bilesenleri ve miktarlari.

Bilesen Miktar Miktar
dH,0 16.55 ul 16.3 ul
10X Taq Buffer 2.5 ul (Ix) 2.5 ul (1x)
25mM MgCI2 1.5 ul (2.5 pM) 1.5 ul (2.5 uM)
2.5mM dNTP 2 ul (2.5 uM) 2 ul (2.5 uM)
2.5mM Primer 2 ul (2.5 uM) 2 ul (2.5 uM)
Kalip cDNA 0.25 ul 0.5 ul
Taq Polimeraz 0.2 ul 0.2 ul
Toplam 25 ul 25 ul

2.5.7. PCR iiriiniiniin plazmit vektore eklenmesi (Ligasyon)

PCR iriiniinii tasiyict plazmite eklemesi T-A klonlanmasi ydntemiyle
yapilmistir. ¢cDNA pargasinin  klonlanmas: i¢in pGEM-T Easy Vector System
(Promega) kullanilmistir. Vektor sistemi klonlama i¢in klonlanacak parcalarin ug
kisimlarinda A bazina ihtiya¢ duymaktadir. Bu nedenle klonlanacak parcalarin ug
kisimlarma A bazi1 eklenmesi gereklidir. Thermus cinsine ait birgok polimeraz
enziminin 3' ucuna polimerizasyon sonrasinda ekstradan bir baz ekleme (genellikle
adenin) Ozelligi vardir. Burada polimeraz enzimini bu Ozelligi kullanilarak vektor

DNA'ya klonlanacak parca yerlestirilir.

Kullanilmasi1 gereken insert miktar1 hesaplandiktan sonra, izolat 7'ye ait 3 farkli
insert kullanilarak ligasyon-2, ligasyon-3 ve ligasyon-4 reaksiyonlart kurulmustur.

Ligasyon reaksiyonu sonucu elde edilen rekombinant plazmitler transformasyon
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isleminde kullanilmistir. pGEM-T Easy plazmiti 3015 bp (Sekil 2.3) biiyiikliikte olup

ligasyon reaksiyonlart asagidaki gibi kurulmustur:

e 2X Rapid Ligation Bufer 5ul
e pGEM-T Easy Vektor (50ng/ul) 0.5 ul
e PCR iiriinii (50 ng) insert 3ul
e T4 DNA Ligase (5u/pl) 1 ul
Karisim deiyonize su 10pl'ye tamamlanarak 16 °C'de 12-24 saat inkiibe
edilmistir.
Xmnl 2009
174
y 1 start
Scal 1890 Nael 2707 / Fasar | 14
Aatll 20
f1 ori Sphl 26
BstZI | 31
Ncol 37
o BstZI | 43
P . Notl 43
pGEM*-T Easy lacZ Sacll | 49
Vector EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRI | 70
Notl 77
BstZI 77
Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstXl |118 &
Nsil 127 ¢
141 S
T sps

Sekil 2.3. pGEM-T Easy plazmiti.

2.5.8. Rekombinant vektoriin konake¢1 bakteri igcine taginmasi (Transformasyon)

2.5.8.1. Besiyeri hazirhg

Kullandigimiz bakterilerin ¢ogaltilmasi i¢in LB-Agar, LB Broth ve bu iki besi

yerinin Amfisilin antibiyotigi katilmis formlar tercih edilmistir.
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1000 ml LB (Luria-Bertani) Agar (Kati) Besiyeri:

20 gram LB ve 15-20 gram agar erlene konularak 600 ml distile su ile iyice
karigtirildiktan sonra 1 It'ye tamamlanmistir. Erlendeki besiyeri 120 °C'de 15 dakika
otoklav ile steril edilmis ve yarisina kadar dolacak sekilde petrilere aktarilmistir. Petriler

steril bir ortamda 4 °C'de 1 ay muhafaza edilir.
1000 ml LB (Luria-Bertani) Broth (Si1v1) Besiyeri:

20 gram LB erlene konularak final konsantrasyonu 1 1t olacak sekilde tamamen

¢Oziilmiis ve 120 °C'de 15 dakika otoklav ile steril edilmistir.
Amfisilin hazirlig:

Final konsantrasyonu 100 pg/ml olacak sekilde 100x'lik amfisilin stogu
hazirlanmistir. Her 1 litre LB broth veya agar i¢in i¢in 10 ml 100x'lik amfisilin
kullanilmistir. Hazirlanan amfisilin 0.45 pm por capli steril filtrelerden (Orange
Scientific Gyrodisc CA) siringa yardimiyla gegirilerek steril edilmis ve besiyerlerine
otoklavdan sonra yaklasik 60 °C'ye geldikten sonra eklenmistir. Stok amfisilin 100 - 500
ul'lik hacimlere boliinerek -20 °C'de saklanur.

X-Gal Hazirligi (50 mg/ml):

PGEM-T Easy kitinine gore 100 mg X-Gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-
galaktosit), 2 ml N-N'-dimetil formamid son hacim 50 mg/ml olacak sekilde ¢oziilerek

aliiminyum folyo ile kaplanmis ependorflarda -20 °C'de saklanmustir.

2.5.8.2. Konakc¢i bakteri (Kompetent hiicre) hazirhgi

Kompetent Hiicre Se¢imi:

Bu calismada kompetent (hiicre duvari zayiflatilmig, plazmit gecirgenligine
sahip) hiicre olarak Escherichia coli'nin XLI-Blue ki kullanilmistir. Bu rkin 6zelligi
uygun plazmitler ile pozitif kolonilerin segilmesi igin mavi/beyaz tarama
yapilabilmesine olanak saglamasidir. Bu sayede klonlama verimi ve pozitif klon

sayisina rahatca ulasilabilir.
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Calismalarda kullandigimiz XLI-Blue bakteri susu igin CaCl, yoOntemi

uygulanarak, hiicre membran1 genetik materyalin aktarilabilmesi i¢in gegirgen hale

getirilmistir. Bu sayede hiicrelere kompetent 6zellik kazandirarak, plazmit'in hiicre igine

girmesine olanak taninmistir. Bu islem icin asagidaki protokol takip edilmistir.

>

Kompetent yapilmak istenen hiicre tipi LB agar besiyerine ekilmis ve LB agarda
gelisim gosteren kolonilerden, tek bir koloni segilerek 10 ml LB Broth igeren
erlene ekilerek gece boyu 37 °C'de calkalamali etiivde 120 rpm'de inkiibe

edilmistir.

Ertesi giin iireme olan erlenlerden 0.3 ml (300ul) 6rnek alinarak 100 ml'lik taze
LB Broth besiyerine ekilmis ve c¢alkalamali etiivde 120 rpm, 37 °C'de

inkiibasyona devam edilmistir.

Inkiibasyon halindeki kiiltiiriin istenilen yogunluga (erken lag faza) ulasip
ulagsmadigimi gézlemlemek igin her 30-40 dk.'da bir spektrofotometrede 550 nm
dalga boyunda Ol¢iim yapilmistir. OD 0.4 ila 0.6 arasinda olmalidir.

Spektrofotometri 6l¢iimleri i¢in kor olarak dH,O kullanilmistir.

Bu dalga boyunda 6l¢iim degeri 0.4-0.6 araligina geldiginde kiiltiir 50 ml'lik
falkon tiipiine aktarilmis ve 5000 g'de (veya 4000 rpm) 4 °C'de 5 dk.
santrifiijlenmistir. Geriye kalan 50 ml'lik kiiltiir tekrar aym1 falkon tiipiinde

kullanilmak iizere muhafaza edilmistir.

Santrifiij sonunda olusan siipernatant uzaklastirilmis ve diger falkon tiipiiniin
izerine bekletilen 50 ml'lik kiiltiir bosaltilmigtir. Aynm1 kosullarda bir kez daha

santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda siipernatant tamamen uzaklastirildiktan sonra olusan pelet
orijinal kiiltlir hacminin yaris1 kadar (50 ml) -20'deki soguk 50 mM'lik CaCl,ile
yavag bir sekilde ¢oziilmiistiir. Tiipteki karisim homojen hale gelince tiip buza

konulmus ve 15 dakika bekletilmistir.
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» Siirenin sonunda karisim 4 °C'de 5000 g'de 10 dk. tekrar santrifiij edilmis ve
slipernatant atilmistir. Pelet orijinal kiiltiir hacminin % 2.5 kadar (4 ml) soguk 50

mM CaCl, ile ikinci kez ¢6ziindiirilmustir.

» 4 ml CaCl,'de ¢oziinen pelet homojen hale gelince karisima 600 ul % 80'ik
soguk gliserol eklenmis ve daha dnce sogutulmus steril karyojenik tiiplere 200'er
ul halinde paylastirilmistir. Karyojenik tiipler buzda 5 dk. bekletildikten sonra -
86 °C'ye kaldirilmistir.

2.5.8.3. Transformasyon yontemi

Ligasyon reaksiyonu ile olusturulan rekombinant plazmit'in ¢ogaltilmasi i¢in
kompetent hiicrelere plazmitin aktarilmasi gereklidir. Calismada konakg1 hiicre olarak

E. coli XLI-Blue susundan hazirlanan kompetent hiicreler kullanilmistir.
Transformasyon protokoliinde agsagidaki adimlar takip edilmistir.

> -80 °C'de saklanan kompetent hiicreler buza alinarak 5-6 dk. bekletilmistir.

» Karyojenik tiip i¢indeki kompetent hiicre kiiltiiriiniin tam ortasina 10 pul pGEM-
T Easy plazmitiyle yapilmig ligasyon reaksiyonu eklenmis ve kuru buzda 30
dakika siire ile bekletilmistir. Bu asamada plazmit DNA ortama salinmakta ve

hiicrelere giris i¢in hazir hale gelmektedir.

> Buzdan alinan karyojenik tiip 42 °C'deki su banyosuna konularak 2 dk.
bekletilmis ve sonrasinda hemen buza alinarak 3 dakika da buzda bekletilmistir.

Burada 42 °C ve buzda bekletilme siireleri 6nemlidir ve asilmamalidir.

» Siirenin bitiminde karyojenik tiipteki drneklerin tizerine 500 pl amfisilinsiz LB-
Broth eklenmis ve etiivde 37 °C'de 30 dakika siire ile inkiibe edilmistir. (Burada
30 dakikalik siire cok fazla asilmamalidir. Aksi takdirde hiicreler kat1 besiyerine
ekildiklerinde ¢ok fazla iiremeye baglh petri yiizeyini kaplayarak, hali

olusturabilir ve bu nedenle tek koloniler se¢ilemez).
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» Bu siire i¢inde ekim yapilacak amfisilinli LB-Agar petrilerine 20 pl (veya 2 kat
dilie edilmis soliisyondan 40 pl) X-Gal dragaski spatiilii yardimiyla petri

yiizeyine eklenmis ve besiyerinin ¢ozeltiyi cekmesi beklenmistir.

> Inkiibasyon sonunda karyojenik tiip 5000 rpm'de 1 dk. santrifiijlenmis ve bu
islem sonunda tiipte 40-70 pl kalacak sekilde siipernatant yavagca dokiilmiistiir.

» Pelet kalan sivi igerisinde ¢oziiliir, sonra LB-agar-amfisilin-Xgal petrisinin
yiizeyine yayillmig ve petri 5-10 dk. oda 1sisinda bekletildikten sonra ters
cevrilerek gece boyu 37 °C'lik etiivde inkiibe edilmistir.

2.5.8.4. Pozitif kolonilerin secimi

Transformasyon sonrasinda olusan mavi beyaz kolonilerden beyaz renkli olan
tek koloniler secilerek numaralandirilmistir. Bek alevinin yaninda 6ze yardimiyla alinan
koloniler dnceden hazirlanmis olan 40 pl X-Gal igceren LB Agar Amfisilin (100pg/pl)
petrilerine ¢izgi ekimleri yapilarak master plate olusturulmustur. Bu islemi takiben,
0zede kalan artik ile 10 ml'lik 100 pg/pl amfisilinli LB medium besiyerine ekim yapilir.
X-Gal iceren LB Agar amfisilin tabaklar1 ve LB Broth besiyerleri 37 °C'de bir gece

inkibe edilir.

Calkalamal1 etiivde inkiibe edilen koloniler eger saklamak isteniyorsa 10 ml'in 5

ml'i almir ve % 80'lik gliserolden 800 ul eklenerek -86 °C'ye kaldirilir.

2.5.8.5. Pozitif kolonilerden plazmit izolasyonu

Wizard Plus SV Minipreps DNA Saflastirma Sistemi (Promega) Kiti ile Plazmit

Izolasyonu:

» 25 ml'lik erlenlere 10 ml steril LB-Broth hazirlanmis ve her 10 ml LB-Broth igin
100 pl 100x'lik amfisilin eklenmistir. Pozitif sonug olan beyaz koloniler steril bir
0ze yardimiyla petri ylizeyinden alinarak 10 ml'lik besi yerlerine ekilmis ve
calkalamali etiivde (100-120 rpm/dk.) 37 °C'de gece boyunca inkiibe edilmisdir.

(6zede kalan beyaz pozitif koloniler)
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» Sabah besiyeri yogunluguna gore erlendeki hiicrelerden ependorf ya da falkon
tiplerine 1-5 ml almmarak 8000 rpm'de 5 dakika siire ile santrifiijlenerek

siipernatant uzaklastirilmistir.

» Olusan pelet 250 ul hiicreleri yeniden ¢ozme tamponu (resiispanse solution) ile
¢Ozdiriilmiistiir. Karisima 250 pl hiicre lizis soliisyonu eklenmis ve 4 kere alt {ist
yapilmistir. Daha sonra 10 pl alkalin proteaz soliisyonu eklemis ve tekrar 4 defa

alt iist edilerek 5 dk. oda 1s1sinda bekletilmistir.

» Siire sonunda karigsima 350 pl nétralizasyon soliisyonu eklenmis ve 4 defa alt

iist edilerek oda 1sisinda 12000 rpm'de 5-10 dk. santrifiijlenmistir.

» Kitin i¢indeki toplama tiipiine spin kolonu yerlestirilmis ve kolonun igine
santrifiij sonunda st kisimda olusan sivi faz eklenerek oda 1sisinda 12000

rpm'de 1 dk. santrifiijlenmistir.

» Santrifiij sonunda toplama tiiptindeki sivi bosaltilmis ve spin kolonuna 750 ul
yikama soliisyonu eklenmistir. Oda 1sisinda 12000 rpm'de 1 dk. santrifiijlenmis
ve toplama tiipiindeki sivi dokiilerek ayni islem bir kez daha 250 ul yikama
soliisyonu eklenerek oda 1sisinda 12000 rpm'de 2 dk. santrifiijlenerek

tekrarlanilmstir.

> Spin kolonu alinarak altma yeni steril -20 °C'de sogutulmus 1.5 ml'lik ependorf
tiipii konulmustur. Spin kolonuna 80-100 pl niikleazsiz su eklenerek oda 1sisinda
12000 rpm'de 1 dk. santrifiijlenmistir (Kobs, 1997).

2.5.8.6. Plazmitlerde insert varhigimin dogrulanmasi

Plazmit izolasyonu isleminin sonunda basarili klonlama yapabildigimiz
plazmitlerin teyidi i¢in spektrofotometrik Ol¢iimler yapilmis ve jel eloktroforezinde
yiiriitme islemi gerceklestirilmistir. pPGEM-T Easy plazmiti 3015 bp biiyiikliigiinde olup
klonlamay1 gerceklestirdigimiz vektorlerin biiytikliiklerinin 3015 bp den biiyiik olmasi
beklenmektedir. Plazmit miktar dlgtimleri ve jel goriintiileri dikkate alinarak uygun

gorilen klonlar dizi analizine gonderilmistir.
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2.5.8.7. insert iceren plazmitlerin dizi analizi

Dizi analizi i¢in sentromer firmasiyla anlasilmis olup plazmitlerin ¢ift yonlii

okumas1 yapilmis ve listenin sonundaki sonuglar elde edilmistir.

2.5.8.8. Dizi bilgierinin biyoinformatik analizi

Rekombinant plazmitlerden elde edilen dizi bilgileri, NCBI veri tabaninda
Vector Screen programi kullanilarak analiz edilmis ve insert dizi bilgisi vektor
dizilerinden temizlenmistir. insert'lere ait dizi bilgileri yine NCBI veri tabaninda
bulunan BLAST (blastn) programi kullanilarak taranmis ve en yakin dizi bilgileri tespit

edilmistir.
2.6. T. foetida'min Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Bugiine kadar siirme hastaligi ile ilgili birgok ¢alismada Tilletia sp.'nin teshisi
icin tiliriin teliospor morfolojisi, sorus rengi ve sekli, teliosporun ¢imlenme kosullari, ve
patojenite degerleri gibi fenotipik 6zellikler belirteg olarak kullanilmistir (Shi, Y., vd.,
1996). Giinlimiize kadar farkli T. foetida izolat veya popiilasyonlart ile ilgili detayli bir
elektron mikroskobu c¢alismasi bulunmamaktadir. Bu calismada, iilkemizde siirme
hastaligina sebep olan T. foetida'in Taramali Elektron Mikroskobu (Scanning Electron
Microscope) ile morfolojik olarak incelemesi yapilmis ve farkli izolatlara ait spor

boyutlarinin hastalik yapma dereceleri ile baglantili olup olmadig: arastirilmistir.
SEM Analizi

T. foetida ve T. caries'e ait tiim orneklerin SEM goriintiileri, Bilecik Seyh
Edebali  Universitesi ~ Merkezi  Arastirma  Laboratuvarlarinda ~ (MARAL)
fotograflanmistir. Siirme sporlarina ait her bir izolatin ayr1 ayr1 100X, 1000X, 2500X,
5000X ve 10.000X biiylitmede goriintiileri elde edilmis ve bu goriintiiler kullanilarak
sporlarin morfolojik analizleri gergeklestirilmistir. Sporlara ait hiicresel boyut
Olctimleri, her biiyiitme orani i¢in bliylitme oranina bagl cihaza ait Olgeklendirme

sistemi kullanilarak gerceklestirilmis.
2.7. Etmenin Patojenisite Etkisinin Belirlenmesi

Heines VII bugday ¢esidinin siirme hastalik oranlarinin belirlenmesi igin yapilan

denemeler 2011-2012 yillarinda Eskisehir Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii
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tarlalarinda yapilmistir. Heines VII bugday ¢esidi 1m X 1m boyutlarindaki parsellere,

sira arasi 30 cm ve bloklar arasinda 50 cm mesafe kalacak sekilde ekilmistir.
Verilerin Istatistik Analizi

Her bir izolattan 50 spor hiicresinin 6l¢iimii yapilmistir. Hiicre ebatlaria ait
oleiim degerlerin aritmetik ortalamalar1 alinmistir. Orneklerin ebatlarin1  birebir
karsilastirmak amaciyla 10000X biiylitmede cihazin 6lgiim programi kullanilmistir.
Elde edilen veriler, her bir izolata ait hastalik yapma oranlari ile karsilastirilmistir. Bu

karsilastirmalardaki hesaplamalar SAS (1987) paket programi kullanilarak yapilmustir.

Ele alinan iki degiskenden hangi degiskenin bagimsiz hangisinin bagimli
olduguna bakilmaksizin, iki degiskenin birlikte artmalari, azalmalar1 veya ters iliski
gostermeleri birlikte degisim olarak ifade edilmektedir. Istatistikte degiskenler
arasindaki birlikte degisimin Olgilisii korelasyon katsayisi ile ortaya konmaktadir.

Korelasyon iki degisken arasindaki iliskinin degerini 6lger.

(Calismalarda, incelenen degiskenler (hastalik yapma oranlar1 (x), ortalama hiicre
boyutlart (y)) normal dagilis gosterdiginde iki degisken arasindaki iliskinin derecesini
ve yoOniinii gostermek amaciyla en yaygin kullanilan katsay1r Pearson korelasyon

katsayisidir.

Pearson korelasyon katsayist —1 < 1, < +1 degerleri arasinda degisim
gostermektedir.ryy’nin —1 olmasi, X ile Y degiskenleri arasinda negatif tam bir iligki , +1
olmasi durumu ise X ve Y degiskenleri arasinda pozitif tam bir iliski oldugunu
gostermektedir. ryy degerinin 0 olmasi durumu ise, iki degisken arasinda iliskinin

olmadigin1 gostermektedir (Kayaalp ve Cankaya, 2003)
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3. BULGULAR

3.1. T. foetida Sporlarindan Genomik DNA izolasyonu

Calismamizda molekiiler biyoloji tekniklerinin uygulanabilmesi i¢in oncelikle
yiiksek molekiil agirlikli DNA molekiiliiniin saf bir sekilde elde edilmesi gerekmektedir.
Bu amagla ¢alismamizin genelinde kullanmak igin 1 adet T. caries ve 13 adet T. foetida
irkina ait sporlar 6zenli bir sekilde bugday kavuzlarindan ayrildiktan sonra, uygun liziz
tamponla parcalanmistir. Pargalanan mantar sporlarindan 100-200 mg alinarak 2X
CTAB yontemi ile genomik DNA izolasyonu gergeklestirilmistir (Doyle ve Doyle,
1987). Izolasyon sonunda elde ettigimiz genomik DNA'lardan 5 pl alinarak % 0.8'lik
100 ml agoroz jelde 90 V'ta 35 dk. yiiriitiilmiis ve ilerleyen ¢alismalar igin DNA elde
edilip edilmedigi kontrol edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. CTAB genomik DNA izolasyonu. 1, 3-14. T. foetida, 2. T. caries.

3.2. Genomik DNA'nin Spektrofotometre'de Olciimii, Miktar ve Saflik Tayini

Calismamizda bir sonraki asamaya gegmeden once Sekil 3.1'de jelde parlak tek
bir bant olarak goriilen T. foetida'ya ait DNA'larin Nanodrop Spektrofotometre'de saflik
ve miktar tayinleri yapilmigtir. Niikleik asitler 15181 en iyi 260-280 nm boyunda absorbe
ettiklerinden, Olglimler bu dalga boyunda yapilmistir. Bu dalga boydaki 6l¢iimler
DNA'nin safligim yani kalitesini gostermektedir. Olgiim sonucunda 1.8-2.0 arasindaki
degerler saf olarak kabul edilmistir. Calismada DNA 6rneklerinin saflik degerleri 1.8-
2.6 arasinda bulunmustur, 2.0'n iizerinde olan saflik degerleri DNA 6rneklerinde fenol

ve kloroform varligini isaret etmektedir, fakat saflik degerleri 2.0'nin {izerinde olan
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DNA ornekleri PCR reaksiyonlarinda basarili sonuglar verdiklerinden tekrar izolasyon

yapilmamistir. Elde edilen DNA saflik ve miktar degerleri ¢izelge 3.1'de verilmistir.

Cizelge 3.1. Tilletia sp 'den izole edilmis genomik DNA'larin miktar ve saflik 6l¢iim
sonugclari.

Izolat no Tiir Saflik (260/280 DNA miktari
nm) (Ng/ul)
Izolat 1 T. foetida 2,18 460
Izolat 2 T. caries 2,23 194,2
izolat 3 T. foetida 2,26 258,3
izolat 4 T. foetida 2,26 1735
Izolat 5 T. foetida 2,17 335
Izolat 6 T. foetida 2,16 431,4
izolat 7 T. foetida 2,12 1038.,8
izolat 8 T. foetida 2,07 1051,1
izolat 9 T. foetida 2,22 304
izolat 10 T. foetida 2,17 374,9
izolat 11 T. foetida 2,18 341,4
izolat 12 T. foetida 2,03 1201,7
izolat 13 T. foetida 2,15 566,1
izolat 14 T. foetida 1,80 166,1

3.3. ISSR-PCR i¢in Kalip DNA Hazirhg:

Istenilen saflik ve miktarda genomik DNA'lar elde edildikten sonra, polimeraz
zincir reaksiyonlarinda kullanilabilmesi i¢in seyreltilmesi yapilmistir. Ciinkii
hazirlayacagimiz kalip soliisyonda total DNA miktarinin yogun olmasi ISSR-PCR'da
kullanilan primerlerin hedef DNA'ya baglanamamasina neden olur ve dolayisiyla iiriin
olusmaz. Hazirlanacak kalip soliisyondaki genomik DNA miktarinin az olmasi ise
yetersiz miktarda iiriin olusmasi ile sonuglanir. Bundan dolayr Izole ettigimiz
DNA'lardan pl'de 2 ng olacak sekilde kalip DNA c¢alisma soliisyonlar1 hazirlanmistir.
Ayrica reaksiyon i¢indeki kalip DNA'nin azlig1 ya da fazlaligi da elde edilen PCR iiriin

sayisint ve netligini etkilemektedir. Bu c¢alismada en iyi PCR sonucu c¢alisma
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soliisyonundan; 25 pl'lik kurulan reaksiyonlara 2 pl (4ng) kalip DNA, 12.5 pl'lik
kurulan reaksiyonlara ise 1.5 pl (3ng) kalip DNA kullanilarak elde edilmistir.

3.4. ISSR-PCR Sonuglar1 ve Polimorfizm Bilgi Iceriginin Hesaplanmasi

Asagidaki sekillerde T. foetida izolatlarinda olusan ¢esitliligi gorebilmek adina
yapilan ISSR-PCR deneylerinin jel goriintiileri mevcut olup, bu sekillerde M: markor'i
(Fermantas Gene Ruler 100 bp DNA ladder Plus), 1, 3-14: T. foetida izolatlarini, 2: T.
caries izolatin1 (Cizelge 2.1), N ise negatif kontrolii ifade etmektedir. Sekillerde (Sekil
3.2-3.19) ISSR primerileri kullanilarak olusan bant profilleri biiyiikliiklerinin
belirlenmesi  ve ¢esitliligi tanimlayabilmek adina tanimlayict bir markorle

karsilastirilmistir.

3000

1000

- elalololalal

500 A o4 K1 'o.‘ —~4 .

200

(AG)8-G

Sekil 3.2. ISSR-01 numarali primer ile olusan bant profilleri. 1, 3-14: T. foetida, 2: T.
caries, M: Markér, N: Negatif kontrol.

(AG)s-G dizilimli ISSR primeri ile yapilan PCR sonucunda 12'si polimorfik 1'i
monomorfik olmak iizere toplam da 13 bant elde edilmis ve polimorfizm oran1 % 92.3

bulunmustur.
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bp

3000
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Sekil 3.3. ISSR-02 numarali primer ile olusan bant profilleri. 1, 3-14: T. foetida, 2: T.
caries, M: Markér, N: Negatif kontrol.

(GA)s-T dizilimli ISSR primeri ile yapilan PCR sonucunda 9 polimorfik bant
elde edilmis olup, polimorfizm oran1 % 100'diir.

bp

3000

200

(GGGTG)3

Sekil 3.4. ISSR-10 numarali primer ile olusan bant profilleri. 1, 3-14: T. foetida, 2: T.
caries, M: Markér, N: Negatif kontrol.

(GGGTG);3 dizilimli ISSR primeri ile yapilan PCR sonucunda 9 polimorfik bant
elde edilmis olup, polimorfizm oran1 % 100'diir.
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bp

3000

200

Sekil 3.5. ISSR-25 numarali primer ile olusan bant profilleri. 1, 3-14: T. foetida, 2: T.
caries, M: Markor, N: Negatif kontrol.

(TG)s-A dizilimli primeri ile yapilan PCR sonucunda 17 polimorfik bant elde

edilmis olup, polimorfizm oran1 % 100'd{ir.

bp M
3000 = 50 L& m B ]
3 = + A el e =t g
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Sekil 3.6. ISSR-27 numarali primer ile olusan bant profilleri. 1, 3-14: T. foetida, 2: T.
caries, M: Markor, N: Negatif kontrol.

(GT)g-C dizilimli ISSR primeri ile yapilan PCR sonucunda 20'si polimorfik 1'i

monomorfik olmak {izere toplam da 21 bant elde edilmis ve polimorfizm orant % 96

bulunmustur.
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200

Sekil 3.7. ISSR-28 numarali primer ile olusan bant profilleri. 1, 3-14: T. foetida, 2: T.
caries, M: Markér, N: Negatif kontrol.

CGAT-(GGAT)3-C dizilimli ISSR primeri ile yapilan PCR sonucunda 38'i
polimorfik 2'si monomorfik olmak iizere toplam da 40 bant elde edilmis ve polimorfizm

orani % 95 bulunmustur.

3000

1000

200

Sekil 3.8. ISSR-29 numarali primer ile olusan bant profilleri. 1, 3-14: T. foetida, 2: T.
caries, M: Markor, N: Negatif kontrol.

(GA)s-AC dizilimli ISSR primeri ile yapilan PCR sonucunda 49'u polimorfik 3'
monomorfik olmak iizere toplam da 52 bant elde edilmis ve polimorfizm oran1 % 94.2

bulunmustur.
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bp

3000

1000

500

200 cAC-(CAA)S

Sekil 3.9. ISSR-301 numarali primer ile olusan bant profilleri. 1, 3-14: T. foetida, 2: T.
caries, M: Markor, N: Negatif kontrol.

GAC-(CAA)s dizilimli ISSR primeri ile yapilan PCR sonucunda 18'i polimorfik
2'si monomorfik olmak iizere toplam da 20 bant elde edilmis ve polimorfizm orani % 90

bulunmustur.
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1000

500

200

Sekil 3.10. ISSR-309 numarali primer ile olusan bant profilleri. 1, 3-14: T. foetida, 2: T.
caries, M: Markor, N: Negatif kontrol.

(GA)s-A dizilimli ISSR primeri ile yapilan PCR sonucunda 33"l polimorfik 2'si
monomorfik olmak {izere toplam da 35 bant elde edilmis ve polimorfizm oran1 % 94.3

bulunmustur.



44

bp

3000

Sekil 3.11. ISSR-310 numarali primer ile olusan bant profilleri. 1, 3-14: T. foetida, 2: T.
caries, M: Markér, N: Negatif kontrol.

(AG)s-T dizilimli ISSR primeri ile yapilan PCR sonucunda 28'i polimorfik 1'i
monomorfik olmak {izere toplam da 29 bant elde edilmis ve polimorfizm orant % 96.6

bulunmustur.

Sekil 3.12. ISSR-312 numarali primer ile olusan bant profilleri. 1, 3-14: T. foetida, 2: T.
caries, M: Markor, N: Negatif kontrol.

(AC)g dizilimli ISSR primeri ile yapilan PCR sonucunda 15 polimorfik bant elde

edilmis olup, polimorfizm oran1 % 100'diir.
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Sekil 3.13. ISSR-324 numarali primer ile olusan bant profilleri. 1, 3-14: T. foetida, 2: T.
caries, M: Markér, N: Negatif kontrol.

(AG)s-YT dizilimli ISSR primeri ile yapilan PCR sonucunda 12'si polimorfik 1'i
monomorfik olmak {izere toplam da 13 bant elde edilmis ve polimorfizm oran1 % 92.3

bulunmustur.

bp
3000

L

1000

200

Sekil 3.14. ISSR-815 numarali primer ile olusan bant profilleri. 1, 3-14: T. foetida, 2: T.
caries, M: Markér, N: Negatif kontrol.

(CT)s-G dizilimli ISSR primeri ile yapilan PCR sonucunda 17'si polimorfik 1'i

monomorfik olmak {izere toplam da 18 bant elde edilmis ve polimorfizm oram % 94.4

bulunmustur.
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Sekil 3.15. ISSR-829 numarali numarali primer ile olusan bant profilleri. 1, 3-14: T.
foetida, 2: T. caries, M: Markor, N: Negatif kontrol.

(TC)s-G dizilimli ISSR primeri ile yapilan PCR sonucunda 6's1 polimorfik 1'i

monomorfik olmak iizere toplam da 7 bant elde edilmis ve polimorfizm oran1 % 85.7

bulunmustur.

Sekil 3.16. ISSR-847 numarali primer ile olusan bant profilleri. 1, 3-14: T. foetida, 2: T.
caries, M: Markor, N: Negatif Kontrol.

(CA)g-RCdizilimli ISSR primeri ile yapilan PCR sonucunda monomorfik 3 bant

elde edilmis olup, polimorfizm goriilmemistir.
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3000

1000

500

(ACC)6

Sekil 3.17. ISSR-861 numarali primer ile olusan bant profilleri. 1, 3-14: T. foetida, 2: T.
caries, M: Markor, N: Negatif kontrol.

(ACC)g dizilimli ISSR primeri ile yapilan PCR sonucunda monomorfik 6 bant

elde edilmis olup, polimorfizm goriilmemistir.

bp

3000

500 ;
200 =

Sekil 3.18. ISSR-862 numarali primer ile olusan bant profilleri. 1, 3-14: T. foetida, 2: T.
caries, M: Markér, N: Negatif kontrol.

(AGC)s dizilimli ISSR primeri ile yapilan PCR sonucunda 20'si polimorfik 1'i

monomorfik olmak iizere 21 bant elde edilmis olup, polimorfizm oran1 % 96'dur.
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Sekil 3.19. ISSR-866 numarali primer ile olusan bant profilleri. 1, 3-14: T. foetida, 2: T.
caries, M: Markér, N: Negatif kontrol.

(CTC)g dizilimli ISSR primeri ile yapilan PCR sonucunda 7'si polimorfik 4'i
monomorfik olmak iizere toplam da 11 bant elde edilmis ve polimorfizm oran1 % 63.6

bulunmustur.

Polimorfizm Bilgi icerigi:

T. foetida izolatlarinin evrimsel genetik ¢esitliliginin  belirlenmesi  ve
tanimlanmast i¢in 25 ISSR primeri taranmis (Cizelge 2.2) ve bu primerlerden 18'1 ISSR-
PCR yonteminde kullanilmistir.

PCR sonuglarina gore toplamda 340 bant elde edilmis olup bu bantlardan 310'u
polimorfik, 30'u ise monoforfik yapida goriintiilenmistir (Cizelge 3.2). Kullanilan
primerlerden en fazla bantlagsma orani 52 bant ile ISSR-29 no.'lu primerde goriiliirken,
en diisiik bantlasma ise ISSR 847 numarali primerde goriilmustiir. Cizelge 3.2' deki
polimorfizm bilgi icerigi degerlerine bakildiginda primerlerinin PBI degerlerin 0.274 ile
0.374 arasinda degistigi goriilebilir. PBI degerinin ortalamas1 ise 0.329'dur. ISSR
markorleri dominant karakterli oldugundan galismamizdaki markérlerin PBI degeri
beklenildigi gibi 0.5 'in altinda ¢ikmustir.

Olusan bant profilleri Phoretix]1 DPro programina goére var (1) ya da yok (0)
seklinde degerlendirildikten sonra genetik benzerlik indeksi Jaccard esitligi

hesaplanmistir (Sekil 3.20).
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Jaccard benzerlik degerlerinden yola ¢ikarak bir dendrogram elde edilmistir.

Soyagacinin (filogenetik Agac) elde edilmesinde UPGMA (Unweighted Pair Group

Method with Arithmetic Average) yontemi kullanilmistir (Sekil 3.21).

Cizelge 3.2. Kullanilan ISSR primerleri sonucu T. foetida ve T. caries'te elde edilen
bantlagma sonuglari ve polimorfizm oranlari.

Primer no Primer dizilimi Polimorf  Polimorfik ~ Monomorfik  Polim
(5'-39 izm bilgi  bant sayisi bant sayis1  orfizm
icerigi orani
(%)
ISSR-01 AGAGAGAGAGAGAGAGG 0,373 12 1 92,3
ISSR-02 GAGAGAGAGAGAGAGAT 0,346 9 - 100
ISSR-10 GGGTGGGTTGGGGTG 0,370 9 - 100
ISSR-25 TGTGTGTGTGTGTGTGA 0,361 17 - 100
ISSR-27 GTGCGTGCGTGCGTGC 0,345 20 1 96
ISSR-28 CGATGGATGGATGGAT 0,325 38 2 95
ISSR-29 GAGAGAGAGAGAGAGAC 0,352 49 3 94,2
ISSR-815 CTCTCTCTCTCTCTCTG 0,318 17 1 94,4
ISSR-829 TCTCTCTCTCTCTCTCG 0,307 6 1 85,7
ISSR-847 CACACACACACACACARC 0,303 - 3 0
ISSR-861 ACCACCACCACCACCACC 0,326 - 6 0
ISSR-862 AGCAGCAGCAGCAGCAGC 0,321 20 1 96
ISSR-866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC 0,274 7 4 63,6
ISSR-301 GAGCAACAACAACAACAA 0,288 18 2 90
ISSR-309 GAGAGAGAGAGAGAGAA 0,300 33 2 94,3
ISSR-310 AGAGAGAGAGAGAGAGT 0,311 28 1 96,6
ISSR-312 ACACACACACACACAC 0,335 15 - 100
ISSR-324 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 0,280 12 1 92,3
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lsolate] lsolate? Isolated Isolated Isolate5 Isolate6 Isolate? Isolated lIsolated lsolatel0lsolatell lsolat1? lsolatel3lsolateld
lsolatel 0 0703 0616 0619 0616 0652 0680 0727 0646 0658 0614 0676 0679 0686

lsolate? 0 0697 0704 0707 0671 0723 0769 0737 0739 0716 0725 0708 0.728
lsolate3 0 06037 0564 069 0634 0633 0681 0651 0624 0705 0629 0640
lsolated 0 0561 0671 0682 0690 0709 0608 0636 0695 0656 0634
lsolate5 0 0635 0632 0655 0683 0614 0608 0698 0684 0638
lsolatef 0 0651 0706 0673 0624 0648 0687 0681 0680
lsolate? 0 0655 0676 0639 0599 0656 0692 0.669
lsolates 0 0612 0665 0637 0699 0644 0691
lsolated 0 0654 0628 0671 0667 0659
lsolate10 0 0053 0704 0633 0575
lsolate11 0 0669 0626 0621
lsolat12 0 0.662 0671
lsolatel3 0 0.667
lsolate14 0

Sekil 3.20. 13 T. foetida (isolate-1, 3-14) ve T. caries (isolate-2) i¢in jaccard benzerlik
oranlari.

| Isolateb
W%
25%1[ | Isolated
T».m Isolate3
. ‘ Isolate
2.»20
| Isolate11
% 49
- 22 | Isolate?
| Isolate14
_1.01-'31_23 B2 29
| Isolate10
Isolate6
20% 26
| Isolate9
e
27 #hos Isolate8
‘ Isolate13
Root 28
Isolat12

Isolate2

Sekil 3.21. T. foetida izolatlarinda ISSR primerleri kullanilarak olusturulan dendrogram.
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3.5. Secilen Spesifik ISSR Markor'lerinin PCR Tekrarlar:

Tilletia sp.'yi teshis amagh diisiindiigiimiiz 847 numarali primer ile yapilan {i¢

ISSR-PCR sonucunun goriintiileri Sekil 3.22'de gosterilmistir.

" — F
Se=m=msm oo - =S = == ==

Sekil 3.22. ISSR 847 no'lu primer ile Tilletia sp.lerde yapilan tekrar ISSR-PCR
sonuglart. 1, 3-14: T. foetida, 2: T. caries, M: 100 bp plus DNA markér, N: Negatif
kontrol.

3.6. Konak¢i Bugday DNA'sinda Spesifik ISSR Markor'lerin PCR ile Test
Edilmesi

Cizelge 2.5.'de verilen bugday cesitlerinde 847 numarali primer ile yapilan
ISSR-PCR sonucundan Sekil 3.23'de gosterilen polimorfik bantlar elde edilirken,
Tilletia'ya ait izolatlarda ayni primer ile yapilan PCR'lar sonucunda Sekil 3.22'de

gosterilen monomorfik bant sonuglarina ulasilmistir.
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Sekil 3.23. ISSR-847 no.'lu primerin saglikli bugdaylardaki ISSR-PCR sonuglari.M:
100 bp plus DNA markor, 1-18: Bugday cesitleri, N: Negatif kontrol.

3.7. T. foetida ¢cDNA Kiitiiphanesinin Olusturulmasi

3.7.1. T. foetida total RNA'simin izolasyonu, spektrofotometrik olgiimii ve

goriintillenmesi

Klasik yontemle toplam RNA elde etmek i¢in TRIzol ayraci kullanilmistir.
Ciinkii TRIzol RNA'nin biitiinliigiinii korur ve diger hiicresel yapilarin par¢alanmasini
saglar. Kloroform ile olusan faz olusumu sonras1 TRIzol RNA'ya baglanarak RNA'nin
sulu fazda kalmasii saglar (Chomczynski, 1987). Calismamizda 3, 7, 11 ve 12
numarali izolatlar kullamlarak TRIzol ile izolasyon yapilmaya calisiimistir. izolasyon
sonunda Sekil 3.24.'de gosterilen 7 numarali izolat'dan istenilen kalitede toplam RNA
elde edilmis olup, T. foetidanin cDNA havuzu olusturmak amaciyla yapilacak
islemlerde kullanilmistir. 7 numarali izolat'dan elde ettigimiz total RNA'nin
spektrofotometrik 6l¢iim sonuglart gore ise 260-280 nm dalga boyundaki saflik derecesi

1.97 nm olup miktar1 900 ng/ul dir.
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Sekil 3.24. T. foetida Total RNA'sinin agaroz jel goriintiisii. M: Fermentas 1 kb DNA
markor, 1: 3 numarali izolat, 2: 7 numarali izolat, 3: 11 numarali izolat, 4: 12 numarali
izolat, N: negatif kontrol.

RNA izolasyonundan elde edilen toplam RNA'da (900 ng/ul, OD260/280= 1.97
saflikta) bulunan mRNA'larin DNA kopyalar1 (cDNA), RevertAid First Strand cDNA
Synthesis (Fermentas) kitiyle yaptigimiz RT reaksiyonu ile elde edilmigtir. RT
reaksiyonu ile tek iplikli cDNA havuzu elde edilmistir.

3.7.2. PCR iiriiniiniin plazmit vektore eklenmesi (Ligasyon) ve rekombinant

vektoriin konakgi bakteri icine tasinmasi (Transformasyon)

T. foetida'nin 7. izolatina ait cDNA'lar1 igeren rekombinant plazmitleri tastyan
konukgu bakteri kolonileri; ligasyon-2 igin Sekil 3.25, ligasyon-3 i¢in Sekil 3.26. ve

ligasyon-4 igin Sekil 3.27'de petri lizerinde gosterilmistir.



e

Sekil 3.26. Lig-3"iin transformasyonu sonucu olusan kolonilerin goriintiisii.

54



55

B

Sekil 3.27. Lig-4'iin transformasyonu sonucu olusan kolonilerin goriintiisii.

3.7.3. Pozitif kolonilerin secimi ve master plate hazirhg

Toplam ¢ transformasyon petrisinde gozlenen tiim beyaz kolonilerin master
plate gorlintiilerinin bir kismi1 Sekil 3.28'de verilmistir. Master plate'lerden ¢ekilen
kolonilerin 15 ml'lik falkon tiiplerinde 10 ml LB Broth ve Amfisilin (100 pg/pl)iceren
besiyerinde, calkalamali etiivde 120 rpm'de 37 °C'de 1 gece inkiibe edildikten sonra

promega kit protokoliine gore plazmit izolasyonlar1 yapilmaistir.
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Sekil 3.28 Transformasyon kolonilerinin master plate goriintiileri.

3.7.4. Pozitif kolonilerden plazmit izolasyonu ve plazmitlerde insert varhginin

dogrulanmasi

Pozitif kolonilerden izole edilen rekombinant plazmitlerin % 1.2' lik agaroz jel

goriintlisii Sekil 3.29' da gosterimistir.

Sekil 3.29. a-Plazmit izolasyonu sonrasi insert tasiyan vektorler, M (1kb DNA leader).
Lig-2 (1, 2, 3, 4), Lig-3 (5, 6, 7, 8), Lig-4 (9), b- Insert icermeyen bos plazmit, M (1kb
DNA leader), PK: Bos plazmit kontrolii.
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3.7.5. Plazmitlerin DNA dizilerinin belirlenmesi ve biyoinformatik analiz

Plazmit miktar 6l¢timleri ve Sekil 3.29'daki jel goriintiileri dikkate alinarak lig-3'e
ait 6 (E-M13), 7 (F-M13), 8 (G-M13) ve lig-4'e ait 9 (H-M13) no.lu klonlarin dizi bilgileri
asagidadir

>E-M13F
ACTWRAAATRGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGLG
GGAATTCGATTATCACTAKTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCT
CCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTA
ATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACAT
ACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATT
AATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTA
ATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTC
GCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAA
GGCKGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACKCAGGAAGAACATGTGAKCAAAA
GGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGYCKCGTTGCTGGGCGTTTTTCCATAGGCT
CCGCCCCCCTGACGAGCATCACARAWATCGACKCTCAGTCAGAAGTGGYGAAACCCCRAC
ARGAC

>E-M13R

GKKTYCCMWKGWWWWMMGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATAGAAATAACTCAAGCTATG
CATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTA
GTGATAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAAT
TCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGG
GAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGG
CGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGC
GAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCG
TGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTC
TCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCC
GATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTA
GTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTA
ATAGTGGACTCKTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTG
ATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTAKTGGTTAAAAATGAGCTGATTTAACAAAA



ATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTYCSTGGATGCGGTATTTTT
CTCCTTACGCCATCTGTGCGRTAATTCACACCGGCATCAGGTGGCAYCTTTTCGGGCAAA
TGTGCGCSGAACCCYCTATTTTTGTWTATTTTTCCTAAATMM

>F-M13F
AMTMYKKWTAGGGGCGAWTGGGCCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGLCCGL
GGGAATTCGATAATCACTAKTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGC
TCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGT
AATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACA
TACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACAT
TAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATT
AATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCT
CGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAA
AGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAA
AAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGC
TCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCCG
ACAGGACTAWAAAGATACCAGGCGTTTYCCCCCTGGAAAGCTCCCCTCGTGCGCTCTCCT
GTTCCGACCCTGCCCGCTTTACCGRGATACCTGTCCGCCTTTTCTCCCCTTCGGGGAAGC
CGTGGCGCCTTTCTCATASCTCACGCCTGTAAGGTATCTCAAAGGGASAGACAGMGCRMR
CGSTTCCGCTCCAARCTKGGGGCCTGGTGGKGCCACSAAACTCCCCCCKGTTCAGCCCCS
GACCSGCTTGCGCCCCTTTATMCCGGGWTAACTATTCGGTCTTTGRASTTCCAACCCCGG
GTAARAACAACRGACCTTTATWYCGCCCACYTKGGCCAGCACAGCCCACMTGGGGTAAMA
CARGGRGAATTCATCASAASAACCGRTGRGKTMATRKSWTARGSCTCGGGGTGTRCYTAY
TMGARAAAGATTTTCTTCWTATGGRTA

>F-M13R

AKGKACCCTKTWWTAMKCCMAGCTWWTTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTATGCA
TCCAAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGSGAATTCACTAG
TGATTATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATT
CGSCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGG
AAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGC
GTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCG
AATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGT
GACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCT
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CGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCC
GATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTA
GTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCSCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTT
AATARGTGGRAACTTTCTYTTTTTGKKTTTTTTCCCCCCMCMCAMAAARASCCGTTGGGG
GGGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAYCCACCTA

>G-M13F
ACMYWRKKGGGGCCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGLCGG
GAATTCGATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGGACGGATGAAAGGACGGAGAAGGAAAGAAGG
AAAGAGAGGAACCCAACCSCGGATGAACGAGGCCATCCMCTCGGGATTCTCTATCGCCGC
TTCRRAAAAAAAAAAAAAAAAAATCACTAGTGAATTCSCGGCCGCCTGCAGGTCSACCAT
ATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAAT
AGCTTGGCGTAATCRTGGTCATAGCTGTTTCCTGKGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATT
CCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGC
TAACTCACATTAATTGCRTTGCGCTCACTGCCCCGSTTTCCAGTGGGGGAYAACCCAGGG
CCCGGGCCCGCCTGCCTTTAAGGAACCCGGCCCANWCGCGCGAGG

>G-M13R
CKKTWMMSAKKAWWTMMGCMAAGYTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTATGCA
TCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGT
GATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAAGCGGCGATARARAATCCCGAGTGGATGGCCYCSTT
CATCCGCGGKTGGGTTCCTCTCTTTCCTTCTTTCCTTCTCCGTCCTTTCATCCGTCMAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAWCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGSGGCCGGGARCATGCGACGT
CGGGCCCAATTCSCCCTATARKGRGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACG
KCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCSCCTTGCARCACATCCCCCTTT
CGCCAGCTGGSGTAATARCRAAAARGCCCGCACCGATCSCCCTTCCCAACAGTTGCGCAS
CCTGAATGGCRAATGGACSCSCCCTGKAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGKGGKGGTT
ACSCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTC
CCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCCGTCAAGCTCWAAATCGGGGGCTCCC
TTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCSACCCCAAAAARACTTGATTAGGGTG
ATGGTTCACGTAGKGGGCCATCSCCCTGATAGAACGGTTTTTYCGCCCTTTGACGTTRGA
GTCCMCGTTYYTWTAATAGKGGGACWTCTTTGTTCCAAAMCTGGAACCAACACTCMACCC
TATCTCGGTCTATTCTTTTGSATTTAWAAGGGGATTTTKGCCGAATTTCGGCCTWATGKG
TTAAARAAATKGAGCTGAWTTTAACMAAAACATTWTRAMCGSSSAAATYTTTWA
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>H-M13F
AMWWWIWWWRGGCGAWTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGA
ATTCGATATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCA
ACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCA
TGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGA
GCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATT
GCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGA
ATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTTCCGCTTCCTCGCT
CACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAGGCG
GTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAKGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGY
CARCAAAAGGCCARGAACCGTAAAAAAGGCCGCGTTTGCTGGCGTTTTTYCATAGGGCTC
CGCCCCCCCTGACGAKCATCACAAAAA

>H-M13R
CKKTMCCRWTAWTWYMGCCMAGCCTATTTAGGTGACACTATAGAAATACTCAAGCTATGC
ATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCYYATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAG
TGATATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTC
GSCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCRCTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGA
AAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCG
TAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGA
ATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTG
ACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTC
GCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGA
TTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAG
TGGGCCATCSCCCTGATAGACGGTTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCMCGTTCTTTT
AATAGTGGACTCKTGTTCCAAACTGGAAACAACACTCAMCCCCTATCTCGGTCTATYTCT
TTTGATTTAAAAAGGGAWTTTTGCCGATTTCSGCCTATTGGTTAAAAAAYGATCTGRANWT
TTAAMCAAAAWTTTTAAMGCGAAATTTTTAACMAAATWATAAACSSCYTTACCAWTTTCC
ATGGAATGCCGGGAATWTTTTCTCCCTTACGRMCWTCTGTGACGGATAWWTTKCMACWAY
CMGWCAATTCAAGGGTGGMCACTTT

60



61

'09-144423-0142-58891860-es

;put | Submission Details

DEID . Source . Length Score Identiies | E(

$ * $ ® g * $
EM_EST:EY135559 CBTH5004.b1_G03.ab1:Q Triphysaria pusilla root tip normalized cDNA library Triphysaria pusilla 183 28 97.0 3.0E-
cDNA, mRNA sequence 4

Cross-references and related information in:
» ies

EM_EST:FY968309 Dugesia japonica cDNA, clone: Dj_aH_317_L01.rev, 3' end sequence, expressed in adult head

n
=
w

27 97.0 | 0.001
Cross-references and related information in:
P Literature P Samples & ontologies

EM_EST:FY968178 Dugesia japonica cDNA, clone: Dj_aH_317_E14.rev, 3' end sequence, expressed in adult head 593 27 97.0  0.001

Cross-references and related information in:
P Literature P Samples & ontologies

N
o
©

1

EM_EST:FY945931 Dugesia japonica cDNA, clone: Dj_aH_317_L01, 5 end sequence, expressed in adult head 480 7.0 0.001

Cross-references and related information in:
P Literature P Samples & ontologies

Zea mays clone 424231 hypothetical protein mRNA, complete cds 501 26 97.0 0.005

Cross-references and related information in:
P Nucleotide sequences P Genomes P Literature P Samples & ontologies P Protein sequences

EM_EST:CK205564 FGAS017071 Triticum aestivum FGAS: Library 5 GATE 7 Triticum aestivum cDNA mRNA 1181 26 3k 100.0 0.005
seguence

Cross-references and related information in:

Sekil 3.30. G-M13 6rneginin NCBI veri tabaninda BLAST analizi sonucu.

3.8. T. foetida'nmin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi
A. SEM Analizi

Bu ¢alismada, T. foetida'ya ait farkli lokalitelerden elde edilmis 13 izolatin
taramali elektron mikroskobu (SEM) analizleri gergeklestirilmistir. T. foetida
numunelerinin her birinden 100X, 1000X, 2500X, 5000X ve 10.000X biiyiitmede
gortintiiler alinmistir (Sekil 3.31-3.44). Her izolata ait SEM goriintiileri ayri ayri
incelenerek, T. foetida'ya ait ortalama hiicre boyutlar1 ve fiziksel karakteristik 6zellikleri
kaydedilmistir (Cizelge 3.3). Ayni1 zamanda karsilastirma amaciyla bir T. caries ornegi
de calismaya dahil edilmis ve SEM analizi yapilmistir. Ol¢iim analizleri sonucu, farkli
lokalitelere ait izolat Orneklerinin hiicresel boyutlart arasinda da farkliliklar
gozlenmistir, T. foetida izolatlarinin tamaminin diiz hiicre duvarima sahip olduklar, kiire
ve oval seklinde olmasina karsin T. caries'e ait 6rnegin daha ¢ok kiiremsi ve golf topu

seklinde karakteristik ags1 bir goriiniime sahip oldugu goriilmiistiir.

T. foetida izolatlarinin 100X'lik biiyiitmede ayrimin miimkiin olmadigi, ancak
10000X'lik biiylitmede belirgin olarak farkliligin gozlemlenebildigi tespit edilmistir
10000X biiyiitmede Her bir izolattan 50 spor hiicresinin dl¢iimii yapilmistir. Hiicre

ebatlarina ait 6l¢tim degerlerinin aritmetik ortalamalar1 alinmistir. Elde edilen verilerin
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izolatlara ait patojenite oranlari ile karsilagtirmali analizi gerceklestirilmistir (Cizelge
3.3).

Sekil 3.31. izolat-1'e ait sporlarm 100X, 1000X, 2500X ve 5000X biiyiitmede SEM
gorintiileri.
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Sekil 3.32. izolat-2'ye ait sporlarin 100X, 1000X, 2500X ve 5000X biiyiitmede SEM
goriintiileri.

Sekil 3.33. Izolat-3'e ait sporlarm 100X, 1000X, 2500X ve 5000X biiyiitmede SEM
gorintiileri.
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Sekil 3.34. Izolat-4'e ait sporlarm 100X, 1000X, 2500X ve 5000X biiyiitmede SEM
goriintileri.

Sekil 3.35. Izolat-5'e ait sporlarm 100X, 1000X, 2500X ve 5000X biiyiitmede SEM
gorintiileri.
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Sekil 3.36. izolat-6'a ait sporlarm 100X, 1000X, 2500X ve 5000X biiyiitmede SEM
goriintiileri

Sekil 3.37. Izolat-7'e ait sporlarm 100X, 1000X, 2500X ve 5000X biiyiitmede SEM
goriintiileri.
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Sekil 3.38. Izolat-8'e ait sporlarn 100X, 1000X, 2500X ve 5000X biiyiitmede SEM
goriintiileri.

Sekil 3.39. Izolat-9'a ait sporlarn 100X, 1000X, 2500X ve 5000X biiyiitmede SEM
goriintiileri.
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Sekil 3.40. izolat-10"a ait sporlarm 100X, 1000X, 2500X ve 5000X biiyiitmede SEM
goriintileri.

Sekil 3.41. Izolat-11'e ait sporlarin 100X, 1000X, 2500X ve 5000X biiyiitmede SEM
gorintiileri.
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Sekil 3.42. izolat-12'e ait sporlarm 100X, 1000X, 2500X ve 5000X biiyiitmede SEM
goriintiileri.

Sekil 3.43. Izolat-13'e ait sporlarin 100X, 1000X, 2500X ve 5000X biiyiitmede SEM
gorintiileri.
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Sekil 3.44. izolat-14'e ait sporlarm 100X, 1000X, 2500X ve 5000X biiyiitmede SEM
goriintileri.
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Sekil 3.45. T. foetida ve T. caries'e ait sporlarin 10.000X biiyiitmede tek bireye ait
goriintii ve Olgiileri. a: T. caries izolat-2, b-i: T. foetida izolat 3-14. izolatlar.

Sekil 3.45'de gosterildigi gibi T. foetida ve T. caries'e ait sporlarmn 10.000X
bliylitmede herbir izolattandan 50 Grnegin ortalama hiicre boyutlar1 hesaplanmis ve

Cizelge 3.3'deki sonuglar elde edilmistir.

Bu sonuglar goz oniine alinarak yapilan pearson korelasyon analiz sonucunda,
Ortalama Hiicre Boyutlar1 (um) degiskeni ile Hastalik Yapma Oran1 (%) degiskeni
arasinda pozitif dogrusal bir iligki s6z konusudur (P<0.05). Yani yukarda sozii gecen iki
degisken arasindaki P degeri 0.0114 olarak bulunmustur. Iki degisken arasindaki
korelasyon katsayisi (r) ise 0.67452 olarak elde edilmistir.
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Cizelge 3.3. T. foetida ve T. caries'e ait izolatlarina ait 10000X biiyiitmede hiicre

boyutlar1 ve hastalik yapma oranlari.

Izolat No Tiir Ortalama Hiicre Hastahik Yapma Oram

Boyutlar: (pm) (%)
izolat 1 T. foetida 13,470 33
Izolat 2 T. caries 15,955 66
izolat 3 T. foetida 14,205 88
izolat 4 T. foetida 13,514 54
Izolat 5 T. foetida 13,235 64
izolat 6 T. foetida 14,411 73
izolat 7 T. foetida 14,882 86
izolat 8 T. foetida 14,514 85
izolat 9 T. foetida 14,088 86
izolat 10  T.foetida 14,338 81
izolat 11 T. foetida 13,264 78
izolat 12 T.foetida 14,764 93
izolat 13 T. foetida 14,441 78
izolat 14  T.foetida 14,117 76
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4. TARTISMA SONUC

Bugday tohumlarinin ekim oncesi ilaglanmasi stirmeye karsi miicadelede etkili
bir yontem olmasma ragmen, kullanilan bu ilaglarin ¢evreye zarar vermesi ve
maliyetinin yiiksek olmasi ciddi bir dezavantajdir. Bu nedenle hastaliga kars1 direncli
bugday ¢esitlerinin gelistirilmesi diinya genelinde tercih edilen bir durumdur (EI-Naimi
vd., 2000; Goates, 2012). Bugdaylarda siirme hastaligina kars1 dayaniklilik bt (btl, bt2,
bt3, bt4, bt5, bt6, bt7, bt8, bt9, btl0, btll, btl2, btl3, btl4, btl5) genleriyle kontrol
edilmektedir (Matanguihan ve Murphy, 2011). Bugday ile patojen arasindaki etkilesim
olduk¢a onemlidir ve aralarinda gen icin gen etkilesimi goriilmektedir (Datta ve ark,
1999). Tilletia spp.'nin patojenik irklari ayn1 tiirin genetik varyantlaridir (Albughobeish
ve Jorf, 2015) ve bu genetik varyantlar, farkli direng genlerine sahip olan konakg1
bugdaylarda hastalik yapma yeteneklerine gore birbirinden ayrilabilir (Matanguihan ve
Jones 2011). Bir bugday ¢esidinin Tilletia sp.'ye dayaniklilig1 veya hassasiyeti, patojen
irklarmin genetik ¢esitliligine dogrudan baghdir (Albughobeish ve Jorf, 2015). Bu
calismada, 18 ISSR primerleri kullanarak 13 farkli T. foetida izolat1 ile 1 adet T. caries
izolatinin genomik karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Bu c¢alismanin verileri, T.
foetida’ya ait farkli izolatlarin genetik ¢esitliliklerinin belirlenmesi ve buna bagli olarak
bu izolatlarin hastalik yapma yetenekleri kullanilarak, gelecekte siirmeye dayanikli
bugday cesitlerinin 1slah ¢aligmalarinda kullanilabilecektir. PCR yontemiyle elde edilen
verilerden biyoinformatik analizler ile filogenetik aga¢ olusturulmus ve sonug¢ olarak
izolatlarin arasinda hastalik sporlarmin toplandigi bdlgelere bagli olarak belirgin
gruplanmalarin olustugu goriilmiistiir. Genetik yakinlik ve uzakligi gosteren bu
filogenetik agac analiz edildiginde; 1, 3, 4, 5. izolatlar ile 7, 11 ve 10, 14. izolatlarinin
olusturdugu alt guruplarin bir arada ana grup olarak ayrildiklar1 gézlenmistir. Bu ana
gruptan ayri olarak 8, 9 ve 10. izolatlarin ayr1 bir grupta toplandiklar1 goriilmiistiir. Bu
gruplarin yakin lokaliteler halinde olustugu goriilmiistiir. Dayanikli bugday cesitlerinin
1slah ¢aligmalart icin, genetik olarak benzer ve ayni patojeniteye sahip izolatlarin sekil

tizerinde gosterimi yapilmistir (Sekil 4.1).

Izolatlarm genetik cesitliligi ile bt geni igermedigi ve hassas oldugu bilinen
Heines VII bugday c¢esidi (Qing, vd., 2009) iizerindeki virulens oranlar1 kullanilmigstir
(Sekil 4.1). Sekil iizerinde yakin lokalitelerdeki (Cizelge 2.1.) benzer patojenite
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oranlarina sahip izolatlarin (4, 5; 11, 7; 14, 10 ve 8, 9, 13) genetik cesitliligi gdsteren
agacta kendi i¢lerinde bir grup olusturduklarini goriilmiistiir. 4 ve 5. izolatlar ile ayni1 alt
grupta yer almasina ragmen 1. izolatin diisiik, 3. izolatin ise yiiksek patojenite degerine
sahip oldugu goriilmiistiir. Izolatlar arasinda en yiiksek patojeniteye sahip olan 12.
izolatin her iki gruptan da ayrildig1 gézlenmektedir. Yarullina ve ark. (2014), patojenle
miicadele icin yliksek dozda kimyasal ila¢ kullanilmasi ve ¢evresel kosullarinda
etkisiyle birlikte patojeninin de direncinin gelisebilecegini ve yeni formlarin

olusabilecegini 6ne siirmistiir (Yarullina vd., 2014).

Isolate5 64%
Isolate4 54%
Isolate3 88%
Isolate1 33%

Isolate11 78%

Isolate7 86%

Isolate14  76%

Isolate10 81%
Isolate6 73%
Isolate9 86%
‘|7 Isolate8 85%
Isolate13 78%
Root
Isolate12 03%
Isolate2 66%

Sekil 4.1. Tilletia izolatlarinda ISSR primerleri kullanilarak olusturulan dendrogram ve

hastalik yapma oranlari.

Benzer bir galisma, Thirumalaisamy ve Singh (2012) tarafindan rDNA-ITS ve
RAPD molekiiler yontemlerini kullanarak yapilmis; Kuzey ve Kuzey Bati Hindistan'dan
topladiklar1 bugdaylardan izole ettikleri 20 adet T. indika izolat1 ¢alisilmistir. Calisma
sonunda, T. Indika izolatlar1 arasinda rDNA-ITS yontemine gdre sonug alinamazken,
RAPD-PCR sonucu elde edilen filogenetik agagta kiimelenmeler, hastalik oranlar ile
olusturulan kiimelenmelerle ortiismedigi goriilmiistiir. Gang ve Weber (1996) yaptiklari
calismada, 13 RAPD primeri kullanarak T. caries, T foetida ve T. controversa'nin
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genetik cesitliligi tizerine yaptiklar1 caligmada, yiiksek oranda polimorfizm gozlemlemis
ve olusturduklart filogenetik agagta birkag birey disinda her tiiriin kendi icinde

gruplanma olusturdugunu tespit etmislerdir.

Bugiine kadar Tilletia sp. ile ilgili bircok genetik ¢esitlilik c¢alismasi
gerceklestirilmesine ragmen, yapilan literatiir taramalarinda, patojenin genetik cesitliligi
ile ilgili ISSR PCR yontemi ile yapilan herhangi bir ¢alisma bulunamamistir. Yiiksek
oranda pestisit/fungisit kullanimi ve c¢evresel kosullar gibi etmenlerin, patojen
organizmada genetik farklilagma ve buna bagli olarak farkli virulans oranlarina neden
oldugu bilimsel ¢alismalar ile rapor edilmektedir (Yarullina vd., 2014). Ayrica, son
zamanlarda dayanikli bugday ¢esitleri veya hekzaklorobenzen gibi fungusit ilaclarinin
kullaniminin, siirme hastaliginin kontrol edilebilmesinde yeterli olmadig: bildirilmistir

(Yarullina vd., 2014).

Bu ¢aligmada, genetik c¢esitlilik analizlerinde kullanilmak iizere toplam 25 ISSR
primerleri test edilmis ve 14 izolatin tamaminda sonug veren 18 primer kullanilmustir.
Sonu¢ veren primerlerden ISSR-847 ve ISSR-861'in tiim izolatlar i¢in spesifik
monomorfik bantlar verdigi, ii¢ tekrar yapilan PCR ile teyit edilmistir. Bu sonug, hem T.
foetida tiiriiniin izolatlart hem de T. caries izolati i¢in ayn1 bant profilini isaret
ettiginden, bu iki primerin Tilletia sp. i¢in bir molekiiler markor olarak kullanilabilecegi
goriilmiistiir. Glinlimiize kadar morfoloji temelli yontemler kullanilarak bitki
patojenlerini tam anlamiyla teshis ve tespit etmenin, yeterli olmadigi goriilmistiir
(Majumder, 2003). Siirme sporlari ile bulasik tohumlarin gozle ayirt edilmesi ya da
tohumlarin tek tek mikroskopta incelenmesi miimkiin olmayip, etkin ydntemler
olmadiklar1 goériilmektedir. Hastalikla miicadelede genisleyen c¢evre bilinci, hastaliklara
karst dayanikli gesit gelistirme ve organik tarima karsi artan ilgi, kimyasal tarim
ilaglarmin ~ kullaniommin  azalmasina ve alternatif miicadele yOntemlerinin
gelistirilmesine yol agmistir (Josefsen ve Christiansen, 2002). Giiniimiizde patojenlerin
teshis edilmesinde ve tanimlanmasinda RFLP, RAPD, ISSR, SCAR ve ITS gibi
molekiiler yontemler basi ¢ekmektedir (Cheng, J., 2015). Koprivica ve ark. (2004)
yaptiklar1 ¢alismada, Tilletia'nin NCBI'da bilinen ITS 1 DNA bolgesine tasarladiklar
TILf ve TILr primerleri ile, T. caries ve T. controversa'y: tanimlamaya yardimci olacak

361 bp biiyiikliigiinde bant elde etmislerdir. Gao ve ark. (2010) ise yaptiklar1 ¢alismada,



75

ISSR-818 no.'lu primeri kullanarak elde ettikleri polimorfik bantlardan, T.
controversa'yi teshis edecek SCAR markor (TCKSF3 ve TCKSR3) gelistirmislerdir.

Bu calismadan elde edilen sonuglar tiim izolatlar i¢in spesifik bant {irlinii veren
ISSR-847 ve ISSR-861 numarali iki primerin, siirmeyle enfekte bugdaylarin ekimden
once tespitinde kullanilabilecegi gosterilmistir. Bu sayede kontamine bugday ekiminin
Oniline gegilmesi ve tarlalarin patojenle bulagmasinin énlenmesi miimkiin olabilecektir.
Patojen istilalarinin erken sathada onlenmesi, ayn1 zamanda tariminda kimyasal ilag
kullaniminin azalmasi gibi hem organik tarim agisindan, hem de ekonomik ac¢idan
onemli kazang saglayacagi bir gercektir. Patojene Ozgii spesifik bantlarin Tilletia sp.'ye
0zgii oldugunu ve konuk¢u DNA bulagsma riskini ortadan kaldirmak amaciyla, ayni
primerler kullanilarak siirmeye kas1 dayanikli ve hassas farkli 18 bugday c¢esidinde de
ayni kosullarda PCR islemi yapilmistir. Sonug olarak, Tilletia sp'de elde edilen bu
spesifik bantlar ile konuk¢u DNA’sina ait bant profilinin ¢ok farkli ve kesinlikle benzer
olmadiklari teyit edilmistir (Sekil 3.22. ve 3.23.).

T. foetida’nin genetik ¢esitliliginin belirlenmesinde, ¢alismamizda kullanilan ve
genotipik karakterizasyonu saglayan molekiiler markdrlerin yani sira, fenotipik
karakterizasyonu saglayan morfolojik analiz i¢in SEM analizi ger¢eklestirilmistir. Bu
sayede hem genotipik ve hem de fenotipik karakterizasyon yontem verilerinin
karsilastirilmasit miimkiin olmustur. Tilletia sp. 6rneklerinin ayrimi igin yapilan birgok
calismada tiirtin ¢imlenme kosullari, teliospor morfolojisi ve patojenite degerleri gibi
fenotipik ozellikler belirteg olarak kullanmilmustir. iki tiiriin yasam déngiileri, cogalma
gereksinimleri ve hastalik yapma etkileri birbirine olduk¢a benzemesine ragmen
elektron mikroskobuyla bakildiklarinda teliospor sekilleri morfolojik olarak birbirinden

farklilik gostermistir (Matanguihan ve Jones, 2011).

Tilletia sp'ye ait ilk SEM analizleri Mosse ve Jones (1968) tarafindan mantar
yiizeyi hakkinda bilgi edinmek amaciyla T. caries'e ait sporlarinin yiizey yapilarini
inceleyerek baslamistir. Stirme patojenlerinin tespiti amaciyla Aggarwal ve ark. (1998)
tarafindan yapilan 151k mikroskobu ve SEM analizleri i¢inde T. foetida'ya ait bir SEM

goriintiisiine yer verilmistir.
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Gilinimiize kadar diinyanin bir¢ok yerinde farkli Tilletia tiirlerinin 151k
mikroskobu ve SEM kullanilarak; hem karakterizasyon hem de spor c¢imlenme
ozelliklerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar yapilmistir. Ulkemizde, Tuncel (2006)
yaptig1 tez ¢alimasinda, 151k mikroskobu ile Tilletia sp. sporlarinin 1000x biiyiitmede
teliospor ¢eperlerinin ylizey striikktiiriinii incelemis ve T. foetida'nin sporlarinin
kahverengi, kiiremsi, elipsoidal ve ¢eperinin diizensiz oldugunu bildirmistir. T. caries'
in ise sporlarinin sar1 kahverenginden koyu yesile kadar degisen renkte oldugunu ve bal
renginde hiicre ¢eperlerinin 5-6 koseli oldugunu belirlemistir. Trione ve Krygier (1977)
tarafindan T. controversa, Ingold (1995) tarafindan T. hyalospora yine Ingold (1997)
tarafindan T. opaca, T. sumati, ve T. caries, Boyd ve ark. (1998) tarafindan Tilletia
goloskokovii, T separata, T menieri ve T sphaerococc, Castlebury ve ark. (1999) ile T.
walkei T. indica T. eragrostidis T. horrida ve T. lolii tiirleri, Carris ve ark (2006) ile T.
indica ve T. borrida, ve yine Carris ve ark. (2007) tarafindan T. vankyi, Piatek (2009)
tarafindan T. mauritiana, Shivas ve McTaggart (2009) ile T. pseudoraphidis, T.
majuscule ve T. sehimicola, ve Li ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢aligmalarda, T.
mactaggartii, T. geeringii ve T. marjaniae mantar tiirlerinin morfolojik analizleri ve

¢imlenme sekilleri {izerine ¢alismalarin oldugu goriilmektedir.

Albughobeish ve ark. (2015) tarafindan Iran'da yapilan bir ¢calismada T. foetida
ve T. caries'den sadece birer izolata ait sporlarin SEM goriintiisii yayinlanmis, fakat
hiicresel boyutlar1 hakkinda bilgi verilmemistir. T. foetida'ya ait ilk SEM bilgisi ise
1998 yilinda yayinlanan ve tek bir izolata ait olan 22.5 um dl¢iilerindeki mantar spor

verilerdir (Aggarwal, 1998).

Bu ¢alismada ilk kez T. foetida’ya ait 13 farkli izolatin sporlarinin SEM
gorlntiileri elde edilmis ve hiicresel boyutlarinin dlgiimleri gergeklestirilmistir. Ayrica
karsilastirma amaciyla T. caries’e ait bir izolatin da SEM analizi yapilmistir. T. caries’e
ait 6rnegin morfolojik olarak ¢ok net bir sekilde T. foetida’dan ayrildigi, ancak bu
ayrimin sadece 1000x ve tizeri biiyiitmelerde gézlemlenebildigi, her iki tiirli ait bulgular
karsilastirilarak gosterilmistir (Sekil 4.2). Her bir izolata ait 50 sporun hiicresel
boyutlarmin 10000X biiylitmede aritmetik ortalama degerleri hesaplanmis ve bu
izolatlarin hastalik yapma (patojenite) dereceleri ile karsilastirilmistir (Sekil 3.45). T.

foetida sporlarinin hiicresel boyutlarinin biiyiikliigii ile patojenite oranlar1 arasinda
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anlamli bir korelasyon oldugu (P=0.0114, r=0.67452) tespit edilmistir. 7. foetida nin
hiicre biiytlikliigl arttik¢a buna paralel olarak viriilans degerinin yiikseldigi gorilmustiir

(Cizelge 3.3).

Sekil 4.2. T. foetida ve T. caries’e ait sporlarin 100X, 1000X, 2500X, 5000X ve
10.000X biiyiitmede goriintiileri. a:T. foetida izolat 1’e ait 6rnek, b: T. caries’e ait izolat
2 Ornegi.
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Bu caligmada, T. foetida'nin genetik cesitlilik analizlerinin yaninda, ilk kez
patojene ait bir cDNA kiitiiphanesinin olusturulmasi amaglanmistir. Calisma sonunda
cDNA Kkiitiiphanesine ait plazmit vektorleri 200 kadar koloni ¢ogaltilarak -80 °C’de
arsivlenmistir. Ilk kez bir T. foetida sporuna ait cDNA kiitiiphanesi olusturularak,
gelecekte molekiiler tabanli fenotipik karakterizasyon ve gen klonlama ¢alismalari igin
onemli bir adim atilmistir. Kaydedilen bu asama ile, gelecekte yapilacak ¢alismalarda
patojenin spor formu disinda diger yasam formlarina ait ¢cDNA kiitiiphanelerinin
olusturulabilecegi ve genetik c¢alismalarda kullanilabilecegi gosterilmistir. Bu
calismada, cDNA kiitiiphanesini temsilen 4 o6rnegin kismi DNA dizi bilgisi elde
edilmistir ve biyoinformatik analizi yapilmistir. Analiz sonucu G -M13 6rneginin NCBI
veri tabaninda Triticum aestivum' a benzer bir dizi igerdigi tespit edilmistir (Sekil 3.30).
Bu bulguyu destekleyen bir literatiir bilgisine ulasilamamustir. Konunun; yapilacak
caligsmalarla ayrintili bir sekilde incelenmesine ihtiya¢ vardir. Bu dizi benzerliginin,
konukgu ile patojen arasindaki 6zgiilliigii ve genetik etkilesimi destekleyen bir bulgu
oldugu goriilmektedir. Olusturulan cDNA kiitiiphanesi ile, gelecekte yapilacak
calismalar sonucu, patojene ait daha fazla gen dizi ve fonksiyon bilgisi elde
edilebilecektir. Bu nedenle, arsivlenen T. foetida cDNA kiitiiphanesi Orneklersi,

gelecekte yapilacak arastirmalar igin 6nemli bir kaynak teskil etmektedir.

Ozetle calismada T. foetida'ya ait 13 izolatin molekiiler markorler ile genetik
cesitligi  belirlenirken, SEM analizi yapilarak da morfolojik karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. Morfolojik veriler ile hastalik yapma oranlar1 arasinda anlamli bir

korelasyon oldugu tespit edilmistir.

T. foetida izolatlarinin genotipik ve fenotipik karakterizasyonundan elde edilen
bu veriler ve izolatlarin patojenisite oranlari ile birlikte degerlendirilerek kullanilmasi,
siirmeye dayanikli bugday ¢esitlerinin 1slah ¢alismalarinda, hem zaman hem de is giicii
ve ekonomik anlamda onemli bir katki saglayacaktir. Genetik ¢esitligi belirlemede
kullanilan ISSR primerlerinin arasindan iki tanesinin tiiriin erken tespitinde
kullanilabilecegi goriilmiistiir. Gliniimiize kadar ilk kez bir T. foetida sporunun cDNA
kiitiiphanesi olusturulmus ve gelecekte yapilacak caligmalarda kullanilmak amaciyla

arsivlenmistir.
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