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Abstract

Common bunt is a fungus causing serious yield loss in wheat farming at the world and Turkey. Especially,
Tilletia foetida ve Tilletia caries species cause to this disease in Turkey. The disease infect and separate via exploding
of wheat seed carrying common bunt spores in harvest time. There isn’t any a detailed scanning electron microscope
(SEM)’s working about comparison of different populations of T. foetida until today. In this study, SEM analysis of 13
different T. foetida isolates that have different pathogenicity against same wheat variety (Heinles V1) was performed.
An isolate of T. caries was also analyzed for showing of morphological diversity between two species. In addition,
SEM data with pathogenicity rates of these 13 isolates from different locations and hosts were compared and a possible
correlation was analyzed.
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%

Farkh Tilletia foetida izolatlarimin SEM analizi ile viriilans ve hiicre boyutlar: arasindaki iliskinin arastiriimasi

Ozet

Siirme, Tiirkiye ve diinyada bugday tariminda ciddi verim kaybina neden olan bir mantardir. Tiirkiye’de bu
hastaliga baglica Tilletia foetida ve Tilletia caries tiirleri neden olmaktadir. Hastalik, hasat zamaninda siirme sporlarini
tastyan bugday tanelerinin patlamasi yoluyla bulagsmakta ve yayilmaktadir. Giiniimiize kadar T. foetida’nin farkl
popiilasyonlarinin  karsilastirilmasina  yonelik detayli bir taramali elektron mikroskobu (SEM) c¢alismasi
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, ayni bugday cesidine (Heinles VI) kars1 farkli oranlarda patojeniteye sahip olduklari
goriilen 13 farkli T. foetida izolatinin SEM analizi yapilmustir. iki tiir arasindaki morfolojik farkliligi gdstermek
amaciyla T caries’e ait bir izolatin da analizi ger¢eklestirilmistir. Calismada ayrica, farkl lokalite ve konakgilardan
izole edilen bu 13 izolatin patojenite oranlar1 ile SEM verileri karsilagtirilmig ve aralarinda olas1 bir korelasyon olup
olmadig analiz edilmistir.

Anahtar kelimeler: siirme, Tilletia foetida, SEM analizi, patojenite
1. Giris

Sitirme, Anadolu’da halk arasinda Koér, Karamuk ve Karadogu gibi isimlerle bilinen (Tuncel, 2006; Erarslan,
2007) ve tiim diinyada 6nemli verim kayiplarina neden olan bir hububat hastaligidir. Ulkemizde bu hastaliga baslica iki
mantar tiirii Tilletia caries (Bjerk.) Wint. (syn. T. tiritici (DC) Tul) ve T. foetida Kuhn (syn. T. levis, T. laevis (Wallr.)
Liro, T. foetens (Berk. & Curt.) Schoert.) sebebiyet vermektedir (Eibel vd,. 2005; Gang ve Weber, 1996). Cesitli Tilletia
tiirlerinin sebep oldugu hastalik Ingiltere, Kanada, Amerika Birlesik Devletleri, Kuzey Afrika ve Kuzey Asya gibi
bolgeler basta olmak iizere tiim diinyada goriilmektedir (Matanguihan ve Jones, 2011). Diinya genelinde en yaygin olan
stirme etmeni T. caries olmasima ragmen, (Ingold, 1997). Tirkiye’de yapilan arastirmalara gore T. foetida 'min % 95
oraninda en baskin tiir oldugu tespit edilmistir (Akan, 2008; Ozkan ve Damgaci, 1985). T. foetida iilkemizin tiim
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bolgelerinde yayilis gosterirken, Tiirkiye’de % 5 oraninda yayilis gosteren T. caries sadece Giineydogu Anadolu
bolgesinde goriillmektedir (Akan, 2008). Hastalik, bulagik tohumlarin ekilmesiyle yayilmaktadir. Hastaligimin
bulagsmasindaki en 6nemli faktdr, kor adi verilen hastalikli tanelerdeki sporlarin hasat zaman patlayarak saglikli
tohumlara ulagmasidir (Nagy ve Moldovan, 2007). Siirme etmenine ait sporlardan gelisen hifler, yetismekte olan
bugday fideciklerine koleoptil'den girerler ve intraselliiler olarak yayilarak etki ederler (Agrios, 1997; Umay, 2015).
Hastalikli bir bugday basaginda yaklasik 150 milyon siirme sporu bulmaktadir ve bunlar ortalama 3 milyon saglikli
tohumu kontamine etmektedir (Koprivica vd., 2004). Hastalikla miicadelede kimyasal tarim ilaci kullaniminin yaninda,
son yillarda dayanikli ¢esitlerin 1slah1 ve gelistirilmesi de dnem kazanmaktadir. Bt (Btl - Btl5) adi verilen direng
genleri iceren bugday cesitlerinin molekiiler yontemlerle desteklenen islah c¢aligmalart ile g¢ogaltilmasi, bugday
iiretiminde ekonomik olmayan ve olumsuz cevresel etkileri olan tarim ilaglarinin kullaniminin azaltilmasina katki
saglamaktadir.

Iki tiiriin yasam dongiileri, cogalma gereksinimleri ve hastalik yapma etkileri birbirine benzemesine ragmen,
mikroskopla bakildiginda teliospor sekillerinin morfolojik olarak birbirinden farkli oldugu goriilmektedir. Bu iki tiiriin
smiflandirilmasindaki en belirgin morfolojik fark; T. foetida’nin diiz hiicre duvarina sahipken, T. caries’in ags1 hiicre
duvarina sahip olmasidir (Matanguihan ve Jones, 2011; Shi vd., 1996).

Bugiine kadar siirme hastalig1 ile ilgili bircok ¢alismada teshis igin tiiriin teliospor morfolojisi, sorus rengi ve
sekli, teliosporun ¢imlenme kosullari, ve patojenite degerleri gibi fenotipik 6zellikler belirteg olarak kullanilmistir (Shi
vd., 1996). Giiniimiize kadar farkli T. foetida izolat veya popiilasyonlar ile ilgili detayli bir elektron mikroskobu
calismasi bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, iilkemizde siirme hastaligina sebep olan T. foetidamin Taramali Elektron
Mikroskobu (Scanning Electron Microscope) ile morfolojik olarak incelemesi yapilmis farkli izolatlara ait spor
boyutlariin hastalik yapma dereceleri ile baglantili olup olmadigi, korelasyon analizi yapilarak arastirilmistir.

2. Materyal ve yontem
2.1 Mantar ornekleri
Calismada, Gegit Kugag1 Tarimsal Aragtirma Enstitiisiinden temin edilmis, farkli lokalite ve konakgilardan elde

edilen 13 T. foetida izolati ile 1 T. caries izolat1 kullanilmigtir (Tablo 1).

Tablo 1. Calismada kullanilan Tilletia izolatlar1, cografi orijinleri ve izole edildikleri konakgilar.

izolat No Tiir Cografik Orijin Konaég;i]zlilgday
izolat 1 T. foetida Tozman Yaylas: Diiden Mevkii Kirkambar Awnless
izolat 2 T. caries Tozman Yaylasi Diiden Mevkii Kirkambar Awnless
izolat 3 T. foetida Tozman Yaylasi Diiden Mevkii Kirkambar Awnless
Izolat 4 T. foetida Tozman Yaylast Diidden Mevkii Kirgiz
izolat 5 T. foetida Tozman Yaylast Diiden Mevkii Kirgiz
izolat 6 T. foetida Tozman Yaylast Diidden Mevkii Kirgiz
izolat 7 T. foetida Kavacik Koyii Gerek-kirgiz-A
Izolat 8 T. foetida Kavacik Koyt Gerek-kirgiz-A
izolat 9 T. foetida Kavacik Koyii Gerek-kirgiz-A
izolat 10 T. foetida Kavacik Koyt Gerek-kirgiz-B
Izolat 11 T. foetida Kavacik Koyt Gerek-kirgiz-B
izolat 12 T. foetida Kavacik Koyt Gerek-kirgiz-B
izolat 13 T. foetida Tozman Yaylasi Diiden Mevkii Katea
Izolat 14 T. foetida Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Gerek
Enstitiisii
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Ornekler, hastalikli konakgilar1 olan ekmeklik bugday taneleri ile birlikte temin edilmis ve ¢aligmalarda
kullanilmak {izere bu taneler kullanilmigtir. Hastalikli tanelerden siirme sporlari, her bir basagin igindeki sporlu tane
ayri ayr kirilarak ve sadece siirme sporlart kalana kadar bugdayin kavuz kismi uzaklastirilarak elde edilmistir (Sekil 1).
Hastalik yapma dereceleri, siirme hastaligina direng geni icermedigi bilinen Heinles VI bugday cesidinde, tarla
¢alismalart sonucu elde edilen veriler ile saglanmustir.

Sekil 1. Tilletia sp. izolatlarinin spor gériintiileri.
2.2 SEM analizi

T. foetida ve T. caries’e ait tiim orneklerin SEM goriintiileri, Bilecik Seyh Edebali Universitesi Merkezi
Aragtirma Laboratuvarlarinda (MARAL) fotograflanmistir. Siirme sporlarina ait her bir izolatin ayri ayr1 100X, 1000X,
2500X, 5000X ve 10.000X biiylitmede goriintiileri elde edilmis ve bu goriintiiler kullanilarak sporlarin morfolojik
analizleri gerceklestirilmistir. Sporlara ait hiicresel boyut 6l¢timleri, her bilyiitme oram igin biiylitme oranina bagl
cihaza ait 6l¢eklendirme sistemi kullanilarak gergeklestirilmis.

2.3 Etmenin patojenisitesini (Hastaltk Oranlarini) belirlemek i¢in Heines VIl bugday ¢esidinin ekilmesi

Heines VII bugday ¢esidinin siirme hastalik oranlarinin belirlenmesi igin yapilan denemeler 2011-2012
yillarinda Eskisehir Gegit Kusag1 Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarlalarinda yapilmistir. Heines VII bugday ¢esidi 1m X
1m boyutlarindaki parsellere, sira aras1 30 cm ve bloklar arasinda 50 cm mesafe kalacak sekilde ekilmistir.

2.4 Verilerin istatistik analizi

Her bir izolattan 50 spor hiicresinin 6l¢limii yapilmistir. Hiicre ebatlarina ait 6l¢iim degerlerin aritmetik
ortalamalar1 almmustir. Orneklerin ebatlarm birebir karsilastirmak amaciyla 10000X biiyiitmede cihazin &lgiim
programi kullanilmigtir. Elde edilen veriler, her bir izolata ait hastalik yapma oranlari ile karsilastirilmistir. Bu
karsilagtirmalardaki korelasyon analiz hesaplamalar1 SAS (1987) paket programi kullanilarak yapilmistir.

3. Bulgular
3.1 SEM analizi

Stirme sporlarina ait her bir izolatin 100X, 1000X, 2500X, 5000X ve 10.000X biiyiitmede goriintiileri elde
edilmistir (Sekil 2). Spor drneklerinin dlglimlerinde, 10000X biiylitmede cihaza ait software yardimi ile 6l¢iim degerleri
fotograflanmigtir (Sekil 3). T. foetida ve T. caries’e ait 6rnekler incelenip karsilastirildiginda; T. foetida izolatlarinin
tamaminin diiz hiicre duvarina sahip olduklari, kiire ve oval seklinde olmasima karsin T. caries’e ait 6rnegin daha ¢ok
kiiremsi ve golf topu seklinde karakteristik bir goriiniime sahip oldugu goriilmiistiir. 100X’1ik bilyiitmede ayrimin
miimkiin olmadigi, ancak 1000X’lik bilyiitmede belirgin olarak farkliligin gézlemlenebildigi tespit edilmistir.
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3.2 Verilerin istatistik analizi

T. foetida ve T. caries’e ait spor 6rneklerinin hiicre boyutlarinin aritmatik ortalamalar1 ve ¢alismada Heines VII
bugday cesidi iizerinde tarla verilerinden elde edilen hastalik yapma oranlart Tablo 2’de karsilastirmali olarak
gOsterilmistir.

Calismada elde edilen ve tabloda da karsilastirmali olarak gdsterilen veriler géz 6niine alinarak yapilan pearson
korelasyon analiz sonucunda, Ortalama Hiicre Boyutlar1 (um) degiskeni ile Hastalik Yapma Orani (%) degiskeni
arasinda pozitif dogrusal bir iliski s6z konusudur (P<0.05). Yani yukarda s6zii gecen iki degisken arasindaki P degeri
0.0114 olarak bulunmustur. Iki degisken arasindaki korelasyon katsayisi (r) ise 0.67452 olarak elde edilmistir. Bu
istatistiksel sonuglar dogrultusunda T. foetida'nin tiim izolatlar1 i¢in verilerin anlamli oldugu gézlenmistir.

Tablo 2. T. foetida ve T. caries e ait izolatlarina ait hiicre boyutlar1 ve hastalik yapma oranlari.

. .. Ortalama Hiicre Hastalik Yapma Oram

Izolat No Tir Boyutlar (ul) (0/5
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

4. Sonuglar ve tartisma

Hastalikla miicadelede genisleyen ¢evre bilinci, hastaliklara karsit dayanikli ¢esit gelistirme ve organik tarima
kars1 artan ilgi, kimyasal tarim ilaglarinin kullaniminin azalmasina ve alternatif miicadele yontemlerinin gelistirilmesine
yol agmustir (Josefsen ve Christiansen, 2002). Giiniimiizde patojenlerin teshis edilmesinde ve tanimlanmasinda
mikroorganizmalarin SEM analizlerinin yapilmas: énemli bir yer tutmaktadir.

Tilletia sp. ile ilgili ilk SEM analizleri 1968 yilinda mantar sporlarinin yiizeyleri ile ilgili bilgi edinmek
amaciyla bir grup mantar ornedi arasinda yer alan T. caries ile baslamigtir (Mosse ve Jones, 1968). 1998 yilinda
Aggarwal ve ark. tarafindan siirme patojenlerinin tespiti amaciyla yapilan SEM ve 151k mikroskobu analizleri i¢inde T.
foetida’ya ait bir SEM goériintiisiine yer verilmistir (Aggarwal vd., 1998). Giinlimiize kadar diinyanin bir¢ok yerinde
farkl Tilletia tiiriinin 151k mikroskobu ve SEM kullanilarak; hem karakterizasyon hem de spor ¢imlenme 6zelliklerinin
belirlenmesine yonelik ¢aligmalar yapilmustir. 1977 yilinda T. controversa (Trione ve Krygier, 1977), 1995 yilinda T.
hyalospora (Ingold, 1995), 1997 yilinda T. opaca, T. sumati (Ingold, 1997a), ve T. caries (Ingold, 1997), 1998 yilinda
Tilletia goloskokovii, T separata, T menieri ve T sphaerococc (Boyd, 1998), 1999 yiulinda T. walkei T. indica T.
eragrostidis T. horrida ve T. lolii (Castlebury ve Carris, 1999), 2006 yilinda T. indica ve T. borrida (Carris vd., 2006),
2007 yilinda T. vankyi (Carris vd., 2007), 2009 yilinda T. mauritiana (Piatek, 2009), T. pseudoraphidis, T. majuscule ve
T. sehimicola (Shivas ve McTaggart, 2009), 2014 yilinda T. mactaggartii, T. geeringii ve T. marjaniae ( Li, 2014)
tiirlerinin morfolojik analizleri ve ¢cimlenme sekilleri izerine ¢calismalarin oldugu goériilmektedir.

Ulkemizde, Tuncel 2006 da yaptig1 tez ¢alismasinda Tilletia sp. sporlarmin ayr1 ayr1 preparatlarini hazirlayarak
151k mikroskobunda 1000x biiylitmede teliospor ¢eperlerinin yiizey striiktiiriinii incelemis ve 7. foetida nin sporlariin
kahverengi, kiiremsi, elipsoidal ve ¢eperinin diizensiz oldugunu; T. caries' in ise sporlarinin sar1 kahverenginden koyu
yesile kadar degisen renkte oldugunu ve hiicre ¢eperlerinin 5-6 koseli bal renginde oldugunu belirlemistir (Matanguihan
ve Jones, 2011). 2015 yilinda Albughobeish ve Jorf tarafindan iran’da yapilan bir arastirmada T. foetida (leavis) ve T.
caries’den sadece birer izolata ait sporlarin SEM goriintiisii yayinlanmis, ancak hiicresel boyutlar1 hakkinda bilgi
verilmemistir (Albughobeish, 2015). T. foetida’ya ait ilk SEM bilgisi 1998 yilinda 22.5 pm olgiilerinde olduguna dair
tek bir izolata ait verilerdir (Aggarwal vd., 1998).
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Sekil 2. T. foetida ve T. caries’e ait sporlarm 100X, 1000X, 2500X, 5000X ve 10.000X biiyitmede gorintiileri. a:T.
foetida izolat 1’e ait 6rnek, b: T. caries’e ait izolat 2 drnegi.
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Sekﬁ T. foetida ve T. caries’e ait sporle;ri; 10.000X biiyiitmede tek bireye ait goriinti ve 6lgiileri. a: T. caries izolat-2,
b-i: T. foetida izolat 3-14. izolatlar

Bu calismada ilk kez T. foetida’ya ait 13 farkli izolat ve sporlarin SEM goriintiileri ve hiicresel boyutlariin
Olgtimii gerceklestirilmistir. Ayrica karsilagtirma amaciyla T. caries’e ait bir izolatin da SEM analizi yapilmustir. T.
caries’e ait 6rnegin morfolojik olarak ¢ok net bir sekilde T. foetida’dan ayrildigi, ancak bu ayrimin sadece 1000x ve
tizeri biylitmelerde goézlemlenebildigi goriilmiistiir. Her bir izolata ait 50 sporun hiicresel boyutlarinin ortalama
degerleri Tablo 2’de verilmis ve bu izolatlarin hastalik yapma (patojenite) dereceleri ile kargilagtirilmistir. Yapilan
korelasyon analizi sonucunda T. foetida sporlarin hiicresel boyutlarinin bityiikliigii ile patojenite oranlari arasinda
paralellik oldugu tespit edilmistir (Tablo 2). T. foetida nin hiicre biiyiikliigii arttik¢a buna paralel olarak hastalik yapma
yani patojenitede derecelerinin de yiikseldigi goriilmiistiir. Bu durum, 14 izolattan 13’tinde net olarak goriilmekte ve
elde edilen sonucu desteklemektedir.

T. foetida izolatlarinin fenotipik karakterizasyonundan elde edilen bu veriler ve izolatlarin patojenisite oranlari
ile birlikte degerlendirilerek kullanilmasi, siirmeye dayanikli bugday gesitlerinin 1slah ¢aligmalarinda, hem zaman hem
de is giicii ve ekonomik anlamda 6nemli bir katk: saglayacaktir.
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