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OZET

Mi-1.2 GENI TASIYAN DOMATESLERIN Meloidogyne incognita’NIN
AVIRULENT VE Mi-1 VIRULENT iZOLATLARINA TEPKILERININ
ARASTIRILMASI

Nur ULGER

Yiiksek Lisans, Bitki Koruma Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Ziibeyir DEVRAN
Haziran 2020; 50 sayfa

Domates, diinyada yetistirilen en onemli sebzelerden biridir. Kok-ur
nematodlari, domateste {irin kayiplarina neden olmaktadir. Domatesteki Mi-1.2
geni; Meloidogyne incognita, M. javanica ve M. arenaria tiirlerine dayaniklilik
saglamaktadir. Bununla birlikte virulent kdk-ur nematod popiilasyonlar1 bu geni
asabilmektedir. Bu ¢alismada kontrollii kosullar altinda M. incognita’nin
avirulent G7 ve virulent V6 izolatlarina kars1t Mi-1.2 geninin ifade degisimi real
time PCR (gPCR) ile incelenmistir. Bunun i¢in dayanikli domates fidelerine, G7
ve V6 izolatlan ile kontrollii kosullar altinda ayr1 ayr1 inokulasyon yapilmistir.
Bitkiler, inokulasyondan 48, 96 ve 192 saat sonra sokiilmiistiir. Her bir tekerriirii
olusturan bitkilerin koklerinden toplam RNA izolasyonu yapilmis ve bu
RNA’lardan ¢cDNA’lar olusturulmustur. iki SYBR Green I primeri ve iki
TagMan probu kullanilarak 6rneklerin qPCR analizleri gergeklestirilmistir. Real
Time PCR analizlerinde, her bir 6rnek i¢in ii¢ biyolojik tekerriir kullanilmig ve
ACtT, AACt, 27227 ve degisim katsayisi degerleri hesaplanmistir. Sonuglar,
avirlilent ve virulent izolatlar ile inokiile edilen bitkilerin Mi-1.2 gen ifade
diizeylerinin primer setlerine ve zamana gore degisebildigi gostermistir.
Aviriilent ve viriilent izolatlara kars1t Mi-1.2 gen ifade degisimini daha giivenilir
bir sekilde 6lgmek i¢in gelecek calismalarda kullanilacak materyallerin RNA seq
analizleri yapilabilir.

ANAHTAR KELIMELER: Meloidogyne incognita, Mi-1.2 geni, gPCR,
domates
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF RESPONSE OF TOMATOES CARRYING MI-1.2
GENE TO AVIRULENT AND Mi-1 VIRULENT ISOLATES OF
Meloidogyne incognita

NUR ULGER

MSc Thesis in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Ziibeyir DEVRAN
June 2020; 50 pages

Tomato is one of the most important vegetables grown in the world.
Root-knot nematodes cause yield losses in tomatoes. Mi-1.2 gene in tomato
provides resistance to Meloidogyne incognita, M. javanica and M. arenaria
species. However, virulent root-knot nematode populations can overcome this
gene. In this study, the expression of the Mi-1.2 gene was investigated to
avirulent G7 and virulent V6 isolates of M. incognita under controlled
conditions using Real Time PCR (gPCR). Resistant tomato seedlings were
separately inoculated with avirulent G7 and virulent V6 isolates of M. incognita.
The plants were harvested at 48, 96 and 192 hours after inoculation. Total RNA
was isolated from plant root systems of each biological replicate and cDNA was
synthesized. Real time PCR was conducted with two SYBR Green | primers and
two TagMan probes. All reactions were performed in three technical replicates
in one biological replicate and ACt AACr, 27%4“T and fold change values were
calculated. Results showed the expression levels of plants inoculated with
avirulent and virulent isolates could change according to primer sets and time
period. RNA sequencing (RNA-seq) can be used to measure accurate expression
levels of Mi-1.2 gene between samples in further studies.
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ONSOZ

Domates sebzesinin beslenmede onemli bir yeri vardir. Kok-ur
nematodlar1, genis konukcu sayisina sahip olup, domates yetistiriciliginde en
onemli zararlilardan biridir. Domateste kok-ur nematodlarina karst Mi-1.2 genini
tasiyan dayanikli gesitler yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bununla birlikte
viriilent kok-ur nematod popiilasyonlart Mi-1.2 genini asabilmektedirler. Mi-1.2
geninin aviriilent ve virillent popiilasyonlara ifade diizeyinin belirlenmesi
miicadele i¢in Onem tasimaktadir. Bu c¢alismada, kontrollii kosullar altinda
dayanikli domates fidelerine Meloidogyne incognita’nin aviriilent G7 ve viriilent
V6 izolatlar1 ayr1 ayri inokiile edilmis, inokulasyondan 48 96 ve 192 saatler
sonrasinda bitki koklerinden RNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen 6rnekler
CDNA’ya gevrilerek hizli ve giivenilir bir yontem olan Real-Time PCR ile Mi-

1.2 geninin ifade diizeyi degisimi aragtirtlmigtir.
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1. GIRIS

Domates, Solanaceae familyasina ait olan ekonomik a¢idan 6nemli
sebzelerdendir. Orta ve Giiney Amerika kokenli tek yillik bir bitki olan domatesin
muhtemel atasinin yabani ¢eri domatesi oldugu (Solanum lycopersicum var.
cerasiforme) belirtilmistir (Jenkins 1948; Akkurt vd. 2013). 16. yilizyilda Avrupa
Akdeniz iilkelerinde yayginlasmasinin ardindan 20. yilizyila gelindiginde diinyanin
bircok yerinde ekimi yapilmaktadir (Yazgan ve Fidan 1996). FAO 2017 verilerine gore
diinyada 117 milyon ton domates iiretimi gerceklesmektedir. Cin, toplam diinya
domates tiretiminin %31’lik kismini karsilamaktadir. Tiirkiye, %7,2°lik iiretim ile
diinyada 4. siradadir. Domates taze olarak veya gida sanayiSinde soyulmus, dogranmis,

dondurulmus, konserve, salca, ketgcap, tursu gibi cesitli sekillerde kullanilmaktadir

(Causse vd. 2016).

Domates yetistiriciliginde verimi etkileyen Onemli hastalik etmenleri ve
zararlilar bulunmaktadir. Kok-ur nematodlari en onemli zararli grubunu olusturarak
diinya domates iiretiminde % 42-54’lik verim kaybina sebep olmaktadir (Netscher ve
Sikora 1990). Diinyada kok-ur nematodlarinin 98 tiirii tanimlanmistir (Jones vd. 2013).
Meloidogyne incognita, M. javanica, M. arenaria tropik bolgelerde, M. hapla, M.
chitwoodi ve M. fallax ise iliman iklim bdlgelerinde yaygin tiirler oldugu rapor
edilmistir (Netscher ve Sikora 1990; Eisenback ve Triantaphyllou 1991; Adam vd.
2007).

Kok-ur nematodlar1 ikinci larva doneminde (J;) yumurtadan cikarak bitki
koklerine giris yapmaktadir. Bitki kokiine giris yaptiktan sonra hiicreler arasinda
hareket ederek iletim demetlerine ulasir ve kendilerini sabitler. Nematod, iletim demeti
cevresinden secilmis hiicrelerden beslenmeye baslar. Bu hiicreler nematod tarafindan
¢ok cekirdekli hiicrelere doniistiiriiliir. Bu hiicreler ‘dev hiicre’ olarak adlandirilir ve
nematodun gelisimi boyunca beslenme bolgesi olarak kullanilir (Williamson 1998;
Perry vd. 2009). Koklerde beslenmeleri sonucu ur olusumuna sebep olurlar. Urlar,
bitkinin topraktan su ve besin alimini engelledigi igin bitkinin sararmasina, solmasina
ve yogun enfeksiyondan 6lmesine neden olur. Ayrica koklerdeki yaralar toprak kokenli

patojenlerin bitkiye girisine imkan saglar (Williamson ve Hussey 1996; Jones vd. 2013).



GIRIS N. ULGER

Kok-ur nematodlarinin neden oldugu zararlar1 azaltmak icin kiiltiirel, biyolojik,
fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilmaktadir. Kiiltiirel yontemlerden olan konukcu
dayanikliligi, kok-ur nematodlarina karsi en etkili ve g¢evre dostu yontem olarak
bilinmektedir (Devran ve So6git 2014). Dayanikli ¢esitler, uygulama kolayligi
saglayarak Ozel alet ve ekipman gerektirmeden cevre dostu bir ¢éziim sunmaktadir

(Lopez-Perez vd. 2006; Cortada vd. 2009; Verdejo-Lucas vd. 2009).

Domateste kok-ur nematdolarina kars1 dayaniklilik dominant olan Mi-1.2 geni
tarafindan saglanmaktadir. Domatesin yabani tiiri olan Solanum peruvianum’da
(P1128657) bulunmus ve kiiltir formu domatese embriyo kurtarma teknigi ile
aktarilmigtir (Smith 1944). Kok-ur nematodlarinin en yaygin ii¢ tiiri olan M. incognita,
M. javanica ve M. arenaria‘ya karsi dayaniklilik saglamaktadir. Mi-1.2 geninin alt1 adet
homologu oldugu (Mi-1.1, Mi-1.3, Mi-1.4, Mi-1.5, Mi-1.6 ve Mi-1.7) ve dayanikliligin
Mi-1.2 geni tarafindan saglandigi rapor edilmistir (Milligan vd. 1998). Kok-ur
nematodlarina kars1 koruma saglayan Mi-1.2 geni, yiiksek toprak sicakliginda (> 28°C)
kirilmakta (Dropkin 1969; Milligan vd. 1998; Ozalp ve Devran 2018) ve viriilent kok-ur
nematod popiilasyonlar: tarafindan asilabilmektedir (Devran ve So6giit 2010; Verdejo-
Lucas vd. 2013). Diinyanin farkli bolgelerinde yapilan g¢alismalarda viriilent kok-ur
nematod popiilasyonlart bulunmustur (Roberts 1995; Ornat vd. 2001; Tzortzakakis vd.
2005; lberkleid vd. 2014). Tiirkiye’de Bati Akdeniz Bolgesi’nde yiiriitiilen ¢aligmada 7
adet M. incognita ve 6 adet M. javanica popiilasyonunun Mi-1 viriilent oldugu
belirlenmistir (Devran ve Sogiit 2010). Viriilent popiilasyonlarin yayginlagmasi
nedeniyle bunlarla miicadele konusunda ¢alismalar yiiriitilmustiir (Catalkaya ve Devran
2019). Viriilent ve aviriilent M. incognita izolatlarinin Mi-1.2 geni tasiyan dayanikli
bitkide olusturacaklari1 tepkilerin real time ile belirlenmesi konusunda smirli sayida

calisma yapilmustir (Seiml-Buchinger vd. 2019).

Real-Time PCR (qPCR), gen ifade analizleri i¢in yaygin olarak kullanilan hassas
ve spesifik bir metottur (Bustin 2002; Jensen 2012). Ayrica qPCR yontemi diger
yontemlere kiyasla, zaman kazandiran, uygun maliyetli ve yaygmn kullanilan bir
yontemdir (Udvardi vd. 2008). gPCR, Mi-1.2 geninin ifade degisiminin belirlenmesinde
kullanilmistir. Seiml-Buchinger vd. (2019) domates bitkisinde M. incognita etkilesimi,

nematod iireme kapasitesi ve jasmonoic asitin etkisini arastiritlmiglar ve stressiz ortamda
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dayanikli ve hassas bitkilerde Mi-1.2 geni ifade diizeyinin 6nemli bir fark gostermedigi
ve dayanikliligin sadece Mi-1.2 genine bagli olmadigi, dayaniklilik {izerinde

inokiilasyonu yapilan nematod yogunlugunun da biiyiik etkisi oldugunu bildirmislerdir.

Bu ¢alismada, M. incognita’nin aviriilent izolat1 (G7) ile viriilent izolati’nin (V6)
kontrollii kosullar altinda Mi-1.2 geni tasiyan dayanikli domates bitkisinde inokiilasyon
yapildiktan belirli siireler sonra bu genin ifadesindeki degisiminin qRT-PCR ile

belirlenmesi amag¢lanmustir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1.Domatesin Orijini ve Onemi

Domates, Solanaceae familyasinin Lycopersicon cinsine aittir ve anavatani
Peru’dur (Rick 1973; Taylor 1986; Gebremariamd 2015). Amerika kitasinin disinda
domates ilk olarak 1544 yilinda Italya’da tespit edilmistir (Razdan 2006). 16. yiizyilda
Giliney Avrupa’da sebze olarak tiiketilmeye baglanmistir (Peralta 2007).

FAO 2016 diinya sebze iiretimi istatistiklerine gére, 1,1 milyar ton olan yas
sebze iiretiminin %13’likk payr ile domates, diinya genelinde en ¢ok iiretilen sebze
tiiriidiir. Cin, diinya domates tiretiminin 56,4 milyon tonluk iiretimi ile %31°lik kismini
karsilayarak birinci sirada yer almaktadir. Cin’i, 18,4 milyon ton ile Hindistan, 13,03
milyon ton ile ABD, 12,6 milyon tonluk iiretimi ile ise Tiirkiye takip etmektedir (FAO
2018).

Domates insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahip olup, folik asit, vitamin C
ve potasyum besin igerikleri bulunmaktadir (Beecher 1998). Domates sofralik veya gida
endiistrisinde dondurulmus, konserve, salga, ket¢ap, tursu olmak iizere farkli sekillerde

tuketilmektedir.
2.2. Kok-ur Nematodlar:

Kok-ur nematodlari, ‘elma seklindeki disi’ anlamina gelen Meloidogyne cinsine
aittir (Perry 2009). Yiiksek adaptasyon oOzelligine sahip obligat bitki parazitleri
icerisinde Onemli bir polifag grubu olustururlar. Bitki parazit nematodlar1 arasinda
ekonomik agidan en onemli grup olan kok-ur nematodlar1 diinyanin geneline yayilmis
olup, tek yillik ve ¢ok yillik olmak {izere 2000°den fazla bitkiye zarar verirler (Bleve-
Zacheo 2007).

Kok-ur nematodlar1 yasam dongiisii boyunca morfolojik degisikliklere ugrar.
Yumurtadan ikinci donem larva olarak c¢ikan kok-ur nematodu larvalari, konukgu
bitkinin kok ucunu arayarak buradan bitkiye giris yapar. Kok dokusu i¢inde uygun

beslenme yerini bulana kadar dolasir ve uygun beslenme yerini bulduklarinda
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kendilerini sabitler ve beslenmeye devam ederler, disi birey yumurta biraktiktan sonra
oliirler. Erkek bireyler ise koki terk ederek topraga gegerler (Wyss 1992).

Kok-ur nematodlarinin  bitkide beslenmesi sonucu dev hiicreler olusur
(Williamson 1998). Olusturduklar: urlar ile iletim demetlerine zarar vererek konuk¢u
bitkinin topraktan su ve besin alimini engellerler. Yogun enfeksiyon sonucunda bitki
Olebilir. Ayrica sitiletleri ile bitki koklerinde agtiklar1 yaralardan toprak kokenli
patojenlerin bitkiye girisine yardimci olurlar (Siddiqui vd. 2014).

Meloidogyne tiirlerinin yasam dongiilerini toprak sicakligi, toprak yapisi, toprak
nemi ve konukgu bitkiye bagli olarak degisiklik gostermektedir. Toprak sicakligi 26-
27°C’de hayat dongiisiinii 28 glinde tamamlamaktadirlar (Bleve-Zacheo vd. 2007).

2.2.1. Yayginhklar

Kok-ur nematodlari, sabit endoparazit beslenme Ozelligine sahip nematod
gruplarinin en Onemlisidir. Konukgularinin iletim demetlerinde beslenmeleri sonucu
ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadirlar. Diinyada 98 adet kdk-ur nematod tiirii
tamimlanmustir (Jones vd. 2013). Meloidogyne incognita, M. javanica, M. arenaria
tropik bolgelerde, M. hapla, M. chitwoodi ve M. fallax ise iliman iklim bolgelerinde
yaygin tiirler olarak rapor edilmistir (Netscher ve Sikora 1990; Eisenback ve
Triantaphyllou 1991; Adam vd. 2007).

Tiirkiye’de kok-ur nematodlarinin yayginliklar: iizerine yiiriitiilen ¢alismalarda;
M. hapla (Diker 1959), M. incognita (Yiiksel 1966), M. javanica (Ertiirk ve Ozkut
1973), M. thamesi (Ertiirk ve Ozkut 1973), M. arenaria (Yiiksel 1974), M. artellaria
(Di Vito vd. 1994) ve M. chitwoodi (Ozarslandan vd. 2009) belirlenmistir. Son yillarda
Tiirkiye’de yeni bir kok-ur nematod tiirii belirlenmistir. Onceki calismalarda M.
ethiopica (Aydinli vd. 2013) olarak adlandirilan kok-ur nematod tiirii, daha sonra M.

luci olarak tanimlanmistir (Geri¢ Stare vd. 2017).

Tiirkiye’nin farkli bdlgelerinde yapilan siirveylerde tiirlerin yayginliklar:
konusunda bilgiler edinilmistir. Pehlivan ve Kaskavalct (1992), Balikesir, Bursa
Canakkale, Izmir ve Manisa illerinde sanayi domatesi iiretim alanlarinda yaptiklari

sorveylerde M. incognita ve M. javanica’nin bulundugunu bildirmistir. Bagka bir
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calismada Kaskavalc1 ve Onciier (1999), Aydin ili yazlik sebze iiretim alanlarinda M.
incognita, M. javanica ve M. hapla’nin varligmi rapor etmislerdir. Adana, Hatay, Igel
ve Antalya illeri sebze iiretim alanlarinda M. javanica, M. incognita ve M. hapla tespit
edilmistir (Sogiit ve Elekc¢ioglu 2000). Mennan ve Ecevit (2001), Bafra ve Carsamba
ovalari sebze iiretim alanlarinda M. incognita’nin bulundugunu bildirmistir. Bati
Akdeniz Bolgesi’nde ortii altinda sebze iiretim alanlarinda M. incognita, M. javanica ve
M. arenaria tespit edilmistir (Devran ve So6giit 2009). Devran vd. (2009) Nigde ili
patates tretim alanlarinda M. chitwoodi’nin oldugunu bildirmistir. Tokat iline baglh
Niksar ve Erbaga ilgelerindeki sebze iiretim alanlarinda M. incognita bulundugu rapor
edilmistir (Akyaz1 ve Ecevit 2011). Aydinli (2014), Orta Karadeniz Bolgesi’nde M.
arenaria, M. ethiopica, M. javanica ve M. incognita’nin bulundugu bildirilmistir. Uysal
vd. (2017), Tirkiye Goller Bolgesi’nde M. incognita, M. hapla, M. javanica ve M.
arenaria bulundugunu rapor etmislerdir. Bu ¢alismalar M. incognita nin Tirkiye’de en

yaygin kok-ur nematod tiirli oldugunu gdstermektedir.
2.2.2. Viriilent kok-ur nematodlari

Dayanikli bitkilerde, hassas bitkilerde oldugu gibi yasam dongiilerini
tamamlayabilen popiilasyonlar viriilent; hassas bitkide yasam dongiisiinii tamamlayip,
dayanikli bitkide gelisme ve iireme yetenegi gosteremeyen popiilasyonlar ‘aviriilent’
olarak ifade edilmektedir (Roberts 2002). Kok-ur nematodlari, hassas konukgularinda
beslenme gergeklestirerek koklerde ur olusumuna sebep olmaktadir (Eisenback ve
Triantaphyllou 1991). Dayanikli bitkiler, nematod tiremesini en az diizeyde tutar ya da
tamamen engeller (Cook ve Evans 1987). Mi-1 viriilent popiilasyonlar, dogada
kendiliginden olabilecegi gibi, aviriilent popiilasyonlarin Mi-1 geni tagiyan domates
cesitlerine siirekli maruz birakilmast sonucunda da olustugu belirlenmistir (Jarquin-
Barberena vd. 1991; Castagnone-Sereno vd. 1993; Roberts 1995). Mi-1 viriilent
popiilasyonlar, Amerika (Kaloshian vd. 1996), Tunus (Eddaoudi vd. 1997), Ispanya
(Ornat vd. 2001), Fransa (Jacquet vd. 2005), Tiirkiye (Devran ve Sogiit 2010) ve Israil
(Iberkleid vd. 2014)’de rapor edilmistir.

Jarquin-Barberena vd. (1991), M. incognita’ya ait dort farkli izolat {izerinde
yaptiklar1 ¢alismada bir tanesinin Mi-1 genine karsi dogal viriilent oldugunu tespit

etmiglerdir. Bu Mi-1 viriilent popiilasyonunu hem hassas hem de dayanikli domates
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cesitlerinde ¢ogaltmalari sonucu (9 dol sonra) viriilensliklerinde azalma olmadigini
tespit etmistir. Ayrica, avirlilent bir M. incognita popiilasyonun, Mi-1 genine sahip
domates bitkisi tizerindeki yapay seleksiyonu sonucunda viriilent oldugunu rapor

etmislerdir.

Castagnone-Sereno vd. (1993), dogal wviriilentlik gosteren M. incognita
popiilasyonu ile selektif cogaltma sonucu viriilentlik kazandirilan bir diger M. incognita
popiilasyonlarini, 18 doél boyunca dayanikli ve hassas domates ¢esitleri iizerinde
cogaltmiglardir. Elde ettikleri yumurta kiimesi sayilarina goére dogal ve selektif viriilent
popiilasyonlarinin tiremelerinde kiiciik degisiklikler olmasina ragmen, popiilasyonlardan

higbirinin Mi-1 viriilent 6zelliklerini kaybetmediklerini bildirmislerdir.

Roberts (1995), daha dnce domates yetistiriciliginin yapilmadig: bir arazide, Mi
geni tasiyan domates ¢esitlerinde enfeksiyona neden olan dogal viriilent kok-ur nematod

popiilasyonlari oldugunu belirlemislerdir.

Kaloshian vd. (1996) Domateslerde dayaniklilig1 kiran nematod tiirleri ile ilgili
yapmis olduklar1 ¢alismada, 2 farkli araziden alinan M. incognita popiilasyonlarinin Mi

geni tastyan domates bitkilerini enfekte ettiklerini tespit etmislerdir.

Ornat vd. (2001), 14 adet kok-ur nematodu popiilasyonun, hassas ve dayanikl
domates cesitleri lizerindeki gelisimini takip etmislerdir. Bu popiilasyonlardan yalniz M.
javanica tiiriine ait bir poplilasyonunun hassas domatesler yaninda dayanikli

domateslerde de gelistigini bu nedenle viriilent oldugunu bildirmislerdir.

Tzortzakakis vd. (2005), 9 kok-ur nematod popiilasyonunun viriilensligini saks1
denemeleri ile arastirmislar ve M. incognita’ya ait bir, M. javanica’ya ait bes
popiilasyonun dayaniklt domates c¢esitleri ilizerinde gelisim gosterdigini ve
Yunanistan’da ilk kez virlilent M. incognita popiilasyonunun tespit edildigini

belirtmislerdir.

Jacquet vd. (2005), heterozigot dayanikli bitkilerin, homozigot dayanikli
bitkilere gore viriilent M. incognita’nin ¢ogalmasini engellemede daha etkin oldugunu

bildirmiglerdir. Bu durumu, Mi-1 genin doz etkisine bagli oldugunu ve nematod
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tiremesinde Ozellikle heterozigot domates bitkilerinde genetik arka planin 6nemli

oldugunu belirtmislerdir.

Cortada vd. (2009), sera kosullarindaki saks1 denemelerinde Mi-1 geni tasiyan 4
domates anacinin, M. incognita, M. javanica ve M. arenaria tiirlerine ait yedi farkli
kok-ur nematod popiilasyonuna karsi tepkilerinde, bir tane domates anacinin tiim kok-ur
nematodu popiilasyonlarinin ¢ogalmasini baskiladigini, bir tanesinin de orta diizeyde
dayaniklilik gosterdigini geriye kalan iki anacin ise yeterli koruma saglamadigini

belirtmisleridir.

Devran ve Sogiit (2010), Bati Akdeniz Bolgesi’nden topladiklart 95 kok-ur
nematod izolatin1 kontrollii iklim ortaminda hassas ve dayanikli domates cesitleri
tizerindeki gelisimini arastirmiglar ve M. incognita’ya ait 7 ve M. javanica’ya ait 6
popiilasyonun Mi-1 geni tasiyan gesit lizerinde ¢ogaldigini ve bunlarin viriilent
popiilasyonlar oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alisma Tirkiye’de viriilent kok-ur

nematodlarinin tespiti iizerine yapilan ilk arastirmadir.

Verdejo-Lucas vd. (2012), 29 adet Meloidogyne spp. popiilasyonunun dayanikli
ve hassas domates ¢esitlerinde lireme oranlarini karsilagtirmiglar ve bu popiilasyonlarin

% 48’inin Mi-1 genine kars1 viriilent oldugunu bulmuslardir.

Iberkleid vd. (2014), dogal seleksiyon sonucunda Mi-1 genini kiran viriilent kok-
ur nematod popiilasyonlariin, 3 dol siiresince hassas ve dayanikli bitkilerde ayr1 ayri
cogaltarak bu popiilasyonlarin dayanikli ve hassas domateslerdeki enfeksiyon
ozelliklerini incelemislerdir. Popiilasyonlarin, hem hassas hem de dayanikli
domateslerde enfeksiyon olusturduklart ve Mi-1 genini kirabilme yetenegini
kaybetmediklerini belirtmislerdir. Aviriilent popiilasyonlarin bitki koklerindeki yumurta
paketi sayilar1 hassas c¢esitlerde yiiksek, heterozigot dayanikli cesitte az, homozigot
dayanikli cesitlerde ise neredeyse hi¢ yumurta paketi olmadigini belirtmislerdir.
Viriilent kok-ur nematod popiilasyonlarinin ise hassas, heterozigot, homozigot dayanikli
domates c¢esitlerinin hepsinin koklerinde yumurta paketi sayilarinin yiiksek oldugunu ve

bitkide basarili bir sekilde tirediklerini tespit etmislerdir.
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Catalkaya ve Devran (2019), 2015-2016 yillarinda yaptiklar1 ¢alismada,
solarizasyon ile diger metodlarin beraber uygulanmasini nematod ile daha iyi miicadele
sagladig1 ve seralarda yetistirilen homozigot ve heterozigot dayanikli domates bitkilerin
Mi-1 wviriilent popiilasyonlarin karsi performanslarinda degisiklik olmadigim

belirtmislerdir.
2.2.3. Miicadele yontemleri

Diinya genelinde nematodlarin neden oldugu yillik 100 milyar Euro’dan fazla
kaybin biiyiik bir kismima Meloidogyne tiirleri sebep olmaktadir (Bird ve Kaloshian,
2003). Bu kayiplari, en aza indirmek i¢in farkli miicadele yontemleri kullanilmaktadir.
Solarizasyon, topragin seffaf plastik naylon ile kapatilarak giinesten gelen 1s1 ve
radyasyon 1sinlar1 araciligiyla toprak sicakliginin artirilarak toprak kokenli patojenlerin,
yabanci otlarin ve nematodlarin kontrol edilmesidir (Katan 1981). Solarizasyon iizerine
ilk calisma Israil’de yapilmistir (Katan 1981). Solarizasyon kok-ur nematod
popiilasyonu sayisini1 6nemli dlglide diisiirmektedir (Ostrec ve Grubisic 2003). Toprak
kokenli patojenlerle miicadele icin toprak solarizasyonu tek basina kullanildigi gibi
farkli yontemlerle beraber de kullanilmaktadir (Katan vd. 1996). Nematodlar1 kontrol
altina almak i¢in farkli kimyasallar solarizasyonla birlikte kombinasyon yapilarak

kullanilabilir.

Biyolojik miicadele, son yillarda kimyasal uygulamalarin yerine kullanilmak
istenen bir miicadele yoOntemidir. Kimyasallarin, topraklari ve su kaynaklarini
kirletmesi, insan sagligina zarar vermesi nedeniyle biyolojik miicadele yontemleri 6n
plana c¢ikmaktadir. Biyolojik miicadele, kimyasallarin aksine kalinti sorunu
olusturmamaktadir. Ozellikle bakteri ve funguslar orijinli biyolojik ajanlar, nematodlara
kars1 kullanilmaktadir (Keren-Zur vd. 2000; Walia vd. 2000; Anastasiadis 2008).
Bununla birlikte biyolojik preparatlar, degisik Ozellikleri nedeniyle heniiz istenilen

uygulama diizeyine ulasamamuistir.

Kimyasallar, nematodlarla miicadelede yaygin sekilde kullanilmaktadir ve genel
olarak yiiksek molekiillii toprak fumigantlari, karbamatli ya da organik fosforlu
bilesiklerdir (Bakker 1993; Whitehead 1997). Agir metal igerikli bu ilaglar zamanla

topragin kirlenmesine, taban suyuna gegerek c¢evre ve insan sagligina zarar
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vermektedirler. Bu nedenle, glinlimiizde bir¢ok nematisitin kullanim1 siirlandirilmig ve
bazilar1 ise yasaklanmistir (Devran ve Sogiit 2010; Wesemael vd. 2011). Bu sebeple
kok-ur nematodlarina karsi alternatif miicadele stratejilerinin uygulanmasina ihtiyag
duyulmaktadir. Dayanikli ¢esit kullanimi1 kok-ur nematodlarini kontrol etmek i¢in en
ekonomik ve ¢evre dostu yontem olarak bilinmektedir (Ho vd. 1992; Devran ve Sogiit
2010; Landi vd. 2018). Sebzelerden o6zellikle domateste kok-ur nematodlara karsi
dayanikli cesitler ticari olarak basarili bir sekilde kullanilmaktadir.

Domateste, kok-ur nematodlarin dayaniklilik 1940’11 yillarda S. peruvianum
(P1128657)’da bulunmus (Bailly 1941) ve embriyo kurtarma teknigi ile S. esculentum’a
aktarilmigtir (Smith 1944). Mi-1 geni gliniimiizde en iyi karakterize edilmis kok-ur
nematodlarina dayaniklilik saglayan gen olup, karsilastirmali ¢alismalarda kullanilmak
lizere iyi bir veri olusturmaktadir. Domates genomunun 6. kromozomunun kisa kolunda
650 kb’lik bolgede bulunan ve 7 homolog genleri (Mi-1.1, Mi-1.2, Mi-1.3 ve Mi-1.4,
Mi-1.5, Mi-1.6 ve Mi-1.7 bulunmaktadir (Kaloshian vd. 1998). Yapilan g¢alismalar
sonucunda, dayanikliligin Mi-1.2 tarafindan saglandigi gosterilmistir (Milligan vd.
1998). Bu dayaniklilik gen motifi, CC-NBS-LRR’dir (Milligan vd. 1998; Hwang ve
Williamson 2003). Mi-1 geni, M. incognita, M. javanica ve M. arenaria tiirlerine karsi
dayaniklilik saglamaktadir (Williamson 1998). Mi-1.2 geni Meloidogyne tiirlerine kars1
sagladig1 dayanikliliga ek olarak, patates afidinin [Macrosiphum euphorbiae (Thomas)]
belirli biyotiplerine (Rossi vd. 1998) ve pamuk beyazsineginin [Bemisia tabaci
(Gennadius)] B ve Q biyotiplerine (Nombela vd. 2003) dayaniklilik sagladig: tespit
edilmistir. Mi-1.2, bu ii¢ farkli organizmaya dayaniklilik gosteren ilk bitki geni olarak
saptanmistir (Maleita vd. 2011). Mi-1.2 geninin sagladigi dayanikliligi olumsuz
etkileyen faktorler; yliksek toprak sicakliginda kirilmasi (Dropkin 1969; Sorribas vd.
2005; Ozalp ve Devran 2018) ve viriilent kok—ur nematodlarmin gelismesidir
(Kaloshian vd. 1996; Devran ve Sogiit 2010). Baz1 viriilent popiilasyonlar hem dogal
olarak hem de siirekli olarak dayanikli bitki yetistirilmesi ile de ortaya ¢ikabilirler
(Jarquin Barberena vd. 1991; Roberts 1995; Ornat vd. 2001; Castagnone-Sereno 2002).
Laboratuvar ortaminda yapilan c¢alismalarda M. incognita’nin avirulent bir
poplilasyonunun siirekli dayanikli bitki iizerinde yetistirilmesiyle virulent popiilasyon
elde edilmistir (Jarquin-Barberena vd. 1991; Xu vd. 2001). Verdejo-Lucas vd. (2009),

yapmis olduklar1 ¢alismada, siirekli dayanikli ¢eside maruz birakilan aviriilent
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popiilasyonlarin viriilent 6zelligi kazandigi, stirekli olarak duyarli bitkiye maruz
birakilan viriilent popiilasyonlarin ise aviriilent hale geldiklerini, viriilensliklerini

kaybettiklerini rapor etmislerdir.
2.3. Real-Time PCR

Real time PCR giiniimiizde gercek zamanli niikleik asit miktarin1 belirlemek
adina yaygin olarak kullanilan molekiiler bir metodtur. Tek bir tiip igerisinde anlik
bulunan iiriin miktar1 gesitli floresan boya veya problar kullanilarak Olgiilen 1s1ma
miktar1 ile belirlenmektedir (Rebrikov ve Trofimov 2006). Cift zincirli DNA (dsDNA)
‘nin amplifikasyonunu 6lgmede SYBR Green | floresan boyasi yaygin olarak kullanilir.
Olusan ¢ift zincirli DNA sarmalinin arasia girerek 1s1ma yapar ve eszamanli olarak
amplifikasyon miktarinin monitérden gézlemlenebilmesine olanak saglar. Uriin miktar
arttikga floresan 1s1ma miktar1 artar. Bu boya, sadece 6zgiil bolgelere baglanmayarak
cesitli istenmeyen dsDNA pargalart ve primer dimeri olusumunda da 1s1ma
verebilmektedir. Bu sebepten dolayi, spesifik baglanmayr artirmak adina farkli
mekanizmalara sahip problar kullanilabilmektedir. TagMan, hairpin ve hibridizasyon

prob yontemleri yaygin kullanilan prob dizaynlar arasindadir (Dorak 2007).

Real Time PCR, tanimlama ve gen ifade c¢alismalarinda yaygmn sekilde
kullanilmaktadir. Genlerin biyotik ve abiyotik stres kosullarna kars1 ifade diizeyleri
degisebilmektedir. Real Time PCR teknigi; protein seviyesini belirleme, transkripsiyon
diizeyinin analizi, inokiile edilen ve edilmeyen bitkilerde gen ifade diizeyi farkliliklarini,
hiicre farklilasma ve gelisim sirasinda gen ifade diizeyi degisimini, kimyasal maddeye
maruz kalindiginda ifade diizeyi degisimi, kiiciik RNA interferaz (siRNA) etkiliginin
belirlenemesi, protein kodlamayan RNA gen ifadesinin nicel analizi gibi ¢alismalarda
kullanilmaktadir (Schmittgen ve Livak 2008). Real time PCR ¢alismalarinda esik dongii
degeri (Cr) floresan 1sima miktarinin gézlenebilmesi adina gereken esik degerini gectigi
dongii sayist olarak ifade edilir. Ct’nin niimerik degeri reaksiyondaki amplikon miktari

ile ters orantilidir (Schmittgen ve Livak 2008).
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2.3.1. Mi-1.2 geninin ifadesi

Mi-1.2 geninin kok-ur nematodlarina tepkilerinin molekiiler olarak anlasilmasi
tizerine degisik calismalar yiritilmistir. Aynm1 zamanda Mi-1.2 geninin sagladigi
dayanikliligin olusmasinda rol alan degisik yolaklar incelenmistir. Fujimoto vd. (2011)
kok-ur nematodlarinin enfeksiyonunun bastirilmasinda, bitki koklerinde hangi genlerin

pozitif rol oynadigini arastirmislardir.

Pallipparambil vd. (2014) domates bitkilerinin epidermis, mezofil ve floem
bolgelerinden aldiklar1 6rneklerde yaptiklart Mi-1.2 transkript analizleri sonucunda Mi
geni kaynakli dayanikliligin floem iletim sisteminin dis kisminda aktif oldugunu

bulmuslardir.

Shukla vd. (2018), M. incognita ile inokiile edilmis dayanikli ve duyarl

bitkilerde gen aktivasyonu ve burada hangi yolaklarin rol aldigin1 arastirmiglardir.

Zhou vd. (2018) domates bitkisinde R-genleri kaynakli nematod dayaniminin
reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumuna etkisi iizerine yaptiklart calismada, M.
incognita ile enfekte edilmis Mi-1.2 dayaniklilik geni iceren domates Orneklerinin
koklerinde yiiksek oranda ROS birikimi gergeklesirken, duyarli ve susturulmus Mi-1.2

geni tastyan dayanikli genotiplerde bu oranin nadiren artis gosterdigini belirtmislerdir.

Seiml-Buchinger vd. (2019), gRT-PCR ile dayanikli ve duyarli bitkilerde stres
olmayan kosullarda gen ifadesini benzer bulmuslardir. Nematoda maruz
birakildiklarinda dayanikli bitkilerde gen ekspresyonu artarken duyarh bitkilerde bir
tepki gozlenmemis ve nematod liremesi gerceklesmistir. Jasmonik asit ile muamele

edilen bitkilerin koklerinde M. incognita {iremesinin bastirildigini rapor etmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Domates bitkileri

Bitkisel materyal olarak Mi-1.2 geni tasiyan Seval F; ve Mi-1.2 geni tasimayan
hassas Tueza F; domates ¢esitleri kullanilmistir. Domates ¢esitlerine ait fideler, Multi

Tohum Tar. San. Tic. A.S. (Antalya) tarafindan temin edilmistir.

3.1.2. Meloidogyne incognita izolatlari

Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Nematoloji
grubunun Onceki caligmalarinda tanimlanan ve laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda
bulunan Meloidogyne incognita’ya ait aviriilent G7 ve virillent V6 izolatlari

kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan M. incognita izolatlar1 ve orijinleri

Popiilasyon Adi Orijini Konukgu Bitki Referans
G7 Gazipasa Domates Devran ve Sogiit (2009)
V6 Kepez Domates Laboratuvar kiiltiirii*

! Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Nematoloji Laboratuvar kiiltiir kolleksiyonu

3.2. Metot
3.2.1. Meloidogyne incognita izolatlarinin ¢cagaltilmasi

Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Nematoloji
Laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda bulunan M. incognita’ya ait G7 ve V6 izolatlart
cogaltilmistir. Avirlilent G7 izolat1 i¢in hassas Tueza Fi, viriilent V6 izolat1 icin ise
dayanikli Seval F; domates fideleri kullanilmistir. Domates fideleri otoklav edilmis
kumlu-tinl1 toprak karisimi igeren 250 mL’lik saksilara sasirtilmistir. Izolatlara ait
yumurta paketlerinden elde edilen ikinci donem larvalar, 3-4 gercek yaprakli domates
fidelerinin kok bogazi yakininda agilan 2 cm derinligindeki deliklere inokiile edilmistir.
Bitkiler, 25°C+£1 ve %65+5 nem kosullarina sahip iklim kabininde 16:8 saat fotoperiyot
(aydinlik: karanlik) kosullarinda yetistirilmistir. Inokulasyondan 8 hafta sonra bitkiler
sokililmiis ve bitki kokleri musluk suyu altinda dikkatlice yikandiktan sonra

tizerlerindeki yumurta kiimeleri toplanmis ve c¢alismada kullanilana kadar 4°C’ye
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ayarlanmis buzdolabinda tutulmustur.

3.2.2. Bitkilerin Meloidogyne incognita izolatlari ile inokiilasyonu

Seval F; ¢esidine ait domates fideleri, otaklav edilmis kumlu-tinli toprak karigimi
iceren 250 ml’lik saksilara sasirtilmigtir. Bitkiler 4. gercek yaprakli doneme geldiginde
her birine 1000 adet ikinci dénem larva bulastirilmistir (Cizelge 3.2). Inokulasyon
yapilan bitkiler, 25+1 sicaklik, %60+£5 nem ve 16:8 fotoperiyota sahip iklim

kabinlerinde tutulmustur. Deneme ti¢ tekerrirlii olarak yapilmustir.

Cizelge 3.2. Mi-1.2 gen ifade degisiminin belirlenmesi i¢in yapilan denemenin plani

RNA izolasyonu  Izolasyon Zamam
Izolatin Kodu Izolatin Ozelligi Domates Cesidi Yapilan Bitki (Saat)
(Adet)

3 48
96
192

G7 Aviriilent Seval F;

48
96
192

V6 Viriilent Seval F;

48
96
192

Kontrol Seval Fy

W W Wwwwww

- : Inokulasyon yapilmadi (Kontrol bitkileri)

3.2.3. Bitki koklerinden RNA izolasyonu

Bitkiler, nematod inokiilasyonundan 48, 96 ve 192 saat sonra sokiilmiis ve
kokleri dikkatli bir sekilde yikanarak topraktan temizlenmistir. Bu koklerin her birinden
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) kullanarak belirtilen
protokole gore RNA izolasyonu yapilmustir.

3.2.3.1. RNA miktarlarimin belirlenmesi

RNA izolasyonu yapilan 6rneklerin konsantrasyonlart NanoDrop™ 2000/2000¢
Spectrophotometers (Thermo Scientific™) cihazi kullanilarak Slgiilmiistiir. Elde edilen
RNA oOrneklerinin konsantrasyonu ve safliklart 260 ve 280 nm dalga boylarinda

absorbanslariin dl¢iilmesiyle belirlenmistir.
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3.2.3.2. RNA’larin ¢cDNA’ya cevrilmesi

Bitki koklerinden izole edilen RNA ornekleri, EvoScript Universal cDNA
Master Kit (Roche) kiti kullanilarak cDNA’ya ¢evrilmistir. PCR reaksiyonu; 7 pL RNA
(100 ng), 4 uL Reaction Buffer (vial 2) ve 7 uL destile su olmak iizere toplam 18
uL’den olugmustur. Bu reaksiyon karisimi 6rnek sayisit kadar hazirlanmig ve her bir
tiipe 18 uL dagitilmistir. Daha sonra buz iizerinde 10 dakika bekletilmis ve buzdan
alman drneklerin her biri iizerine 2 pL enzim eklenmis ve 42 °C’de 15 dk, 85°C’de 5 dk,
65°C’de 15 dk ve 4°C’de o olacak sekilde Veriti 96-Well (Applied Biosystems)
cihazinda PCR yapilmistir.

3.2.4. Real-Time PCR ¢alismalari

Meloidogyne incognita nin aviriilent ve viriilent izolatlarinin Mi-1.2 geni tasiyan
Seval F; bitkisine inokiilasyondan belirli siire sonra Mil.2’nin bitki koklerindeki gen
ifadesindeki degisiklikleri belirlemek igin real time PCR yapilmistir. Bunun i¢in 6nceki
caligmalarda gelistirilen primerler ile bu ¢alisma kapsaminda dizayn edilen primer ve
problar kullanilmistir (Cizelge 3.3). Yeni dizayn edilen primer ve problar i¢in Mi-1.2
geni mRNA dizilimleri Geneious (Biomatters ltd.) programi kullanilarak yapilmistir.

Referans gen olarak GAPDH tercih edilmistir (Cizelge 3.3).

Calismada SYBR Green | ile galisilacak olan primerler 6ncelikle dayanikli Seval
F1 ve duyarli Tueza F; bitkilerinde qPCR yapilarak Ct degerleri incelenmistir. En iyi Ct
ayirimi veren primerler bir sonraki calismalar i¢in secilmistir. Problar ise dogrudan

uygulama 6rneklerinde kullanilmstir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan primerler ile problarin dizilimleri, fragment
uzunluklar1 ve referanslari

Primer/Probe Adi Primer/Probe Dizisi (5-3) PCR Uriinii (bp) Referans

MetMiL.2F CTTGCGTCTACTGACTCTTTCC

MetMi1.2R CTAAGAGGAATCTCATCACAGG 331 Bu calisma

Mil.2F ATCATTCAACTACAAGAGCATATGTT

Mil.2R AGTGTTCCAACATGAGCCA 167 Bu calisma

Mmil.2F Mmil.2R GGACCTGGAACCCTCTTTAA o Bu cal
TAAGAATTCGGACACAAGTTAAAT U galisma

Fj-M1.2F CCCGAAATTGGATTGCCTAA

Fj-M1.2R ACGGCCGATTTGTCACAAC 101 Fujimoto vd. (2011)

Mi-1.2PP F CTTGCGTCTAGCGACTCTTTCC

Mi-1.2PP R CTAAGAGGAATCTCATCACAGG 248 Zhou vd., (2018)
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Cizelge 3.3.’iin devami

Primer/Probe Ad1  Primer/Probe Dizisi (5-3) PCR Uriinii (bp) Referans

Mi-1.2JEB F GCAAACAACTCATTGGTGTT ballionarambil vd

Mi-1.2JEB R ACATCATCATCCAAAAGTGA 248 p?2015) :

Ls_GAPDH-F AGGATTGGAGAGGTGGAAGA

Ls_GAPDH-R AACAGTTGGGACTCGGAAAG 134 Bu cal

Ls_GAPDH -P 6Fam-TATTCCTAGCAGTACTGGAGCAGCCA- u galisma
BBQ

Ls_Mil.2-F CTTGCGTCTACTGACTCTTTCC

Ls_Mi1.2-R GGTGGAATCTCCTCAAGCTTAC 105 Bu cal

Ls_Mil.2-P 6Fam-AGTGGGAGGTTGGAGAGGAATCCT- U calisma
Tamra

Mil.2-F GTTGGTGAGTCAAGAACTGGA

Mil.2-R TGCCCAGATATCTTTATACAATCCTT 82 Bu calisma

UPL 89 GGATGCTG

SYBR Green I kullanilarak yapilan qPCR reaksiyonu asagidaki karigimlardan

olusmustur (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. SYBR Green I ile yapilan qPCR reaksiyonu bilesenleri ve miktarlar

Bilesenler Miktar
Su, PCR-grade 3,4 ulL
Forward Primer-F (10 pM) 0,8 uL
Reverse Primer- R (10 uM) 0,8 uL
Enzim Karigim (2x) (Roche ) 10 uL
DNA 5uL
Toplam 20 uL

Hazirlanan karigim her bir 6rnek tizerine 15 L dagitilmistir. Hazirlanan plateler,

2000 rpm’de 60 saniye santrifiij edildikten sonra LightCycler® 480 II (Roche) cihazina

yerlestirilmis ve qPCR reaksiyonu asagidaki program kullanilarak gergeklestirilmistir

(Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. gPCR analiz programi

Program Denaturasyon Amplifikasyon Cooling
Parametre
Analiz modu yok Kuantifikasyon modu Erime Egrisi modu
Dongii 1 40 1
Hedef [°C] 95 95 58 72 95
Siire [hh:mm:ss] 00:10:00 00:00:10 00:00:10 00:00:15 00:10:00
Acquisition Mode yok yok yok single yok

Prob kullanilarak yapilan qPCR

olusmustur (Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.6. Prob ile yapilan qPCR reaksiyonu bilesenleri ve miktarlari

Bilesenler Miktar

Su, PCR-grade* 5uL
Forward Primer-F (10 pM) 0,8 uL
Reverse Primer- R (10 uM) 0,8 uL
Probe 0,4 uL
Enzim Karigimi (2x) (Roche) 10 uL
DNA 3uLl
Toplam 20 uL

Hazirlanan karigim her bir 6rnek {izerine 15 pL dagitilmistir. Hazirlanan plateler,
2000 rpm’de 60 saniye santrifiij edildikten sonra LightCycler® 480 II (Roche) cihazina
yerlestirilmistir ve qPCR reaksiyonu asagidaki program kullanilarak gerceklestirilmistir
(Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. qPCR analiz programi

Program Denaturasyon Amplifikasyon Cooling
Parametre
Analiz modu yok Kuantifikasyon modu Yok
Doéngii 1 45 1

Hedef [°C] 95 95 60 72 40
Siire [hh:mm:ss] 00:10:00 00:00:10 00:00:30 00:00:01 00:00:30
Ramp.Rate [°C/s] 20 20 20 20 20
Acquisition Mode Yok yok yok tek yok

3.2.5. Sonuglarin analizi

Her bir bitkinin kokiinden elde edilen RNA’lar, NanoDrop™ 2000/2000c
cihazinda Mi.1.2 geni tagiyan domates bitkilerinin Meloidogyne incognita nin aviriilent
ve virlilent izolatlarina inokiilasyondan belirli siire sonra olusan tepkiler arasindaki
farkliliklar AACt degerleri hesaplanarak incelenmistir (Livak ve Schmittgen 2001;
Livak ve Schmittgen 2008). Calismada kullanilan formiiller asagida belirtilmistir.

ACT = (CT,hedefgen_ CT,referans gen)
AACT = (ACT,hedefgen_ A(:T,r‘eferans gen)Tx - (ACT,hedef gen™ ACT,referans gen)TO

Tx = inokiilasyondan izolasyona kadar gecen siire (saat)

To = inokiilasyon yapilmamis 6rnek

Z—AACT

1
T J—AACT

2744 degeri, > 1 ise; Degisim katsayisi
< lise; Degisim katsayis1 =

17
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4. BULGULAR

4.1. Meloidogyne incognita Izolatlarmin Cogaltilmasi ve Inokiilasyonu

Aviriilent (G7) ve viriilent (V6) M. incognita izolatlarina ait J,’ler domates
bitkilerinde ¢ogaltilmis ve elde edilen nematodlar 151k mikroskobu altinda sayilmaistir.
Testlenen Tueza F; ve Seval F; ait domates fidelerinin her birine 1000’er adet J,
inokiilasyonu yapilmistir. RNA izolasyonu i¢in inokiilasyon yapilan bitkilerden belirli

siireler sonunda kok 6rnekleri alinmastir.
4.2. Bitki RNA Miktarlarimin Belirlenmesi

Her bir bitkinin kokiinden elde edilen RNA’lar, NanoDrop™ 2000/2000c
cihazinda &lgiimleri yapilarak RNA miktarlar tespit edilmistir. Izolasyon sonucu elde
edilen RNA miktarlarinin gen ifade degisimi ¢alismalari igin yeterli oldugu
belirlenmigtir.  Daha sonra orneklerin gen ifade degisimi ¢alismalarinda RNA
miktarlarindan kaynaklanabilecek farkliligi ortadan kaldirmak igin Orneklerin RNA
miktarlar sabitlenmistir (Cizelge 4.1).

18



BULGULAR N. ULGER

Cizelge 4.1. RNA o6rneklerinin nanodrop ile farkli dalga boylarinda 6l¢iim degerleri

Ornek No Ornek Adi Niikleik Asit Konsantrasyonu  Birim 260/280 260/230 Faktor
1 AS21 300,2 ng/uL 2,12 2,24 40
2 AS22 150,8 ng/uL 2,07 1,93 40
3 AS23 70,6  ng/uL 2,11 1,85 40
4 AS41 2152 ng/uL 2,13 2,11 40
5 AS42 1459  ng/uL 2,11 2,19 40
6 AS43 298,6  ng/uL 2,09 1,96 40
7 AS81 126,1 ng/uL 2,12 1,36 40
8 AS82 62,8 ng/uL 2,09 1,80 40
9 AS83 79,7  ng/uL 2,13 2,03 40
10 VS21 138,4 ng/uL 2,13 1,06 40
11 VS22 1118  ng/uL 2,12 2,13 40
12 VS23 140,2  ng/uL 2,12 2,04 40
13 VS41 1329  ng/uL 2,13 2,10 40
14 VS42 156,4 ng/uL 2,14 1,93 40
15 VS43 109,5 ng/uL 2,11 2,02 40
16 VS8l 1150 ng/uL 2,13 1,38 40
17 VS82 2380 ng/uL 2,11 2,17 40
18 VS83 96,8 ng/uL 2,10 1,99 40
19 SK21 160,0 ng/uL 2,14 1,92 40
20 SK22 170,5 ng/uL 2,11 1,36 40
21 SK23 1446  ng/uL 2,12 1,77 40
22 SK41 105,8  ng/uL 2,12 2,00 40
23 SK42 208,5 ng/uL 2,12 2,26 40
24 SK43 297,8  ng/uL 2,11 2,17 40
25 SK81 203,3  ng/uL 2,11 2,2 40
26 SK82 88,9 ng/uL 2,10 1,82 40
27 SK83 167,6  ng/uL 2,10 2,08 40
28 TK21 1858  ng/uL 2,12 2,20 40
29 TK22 153,9 ng/uL 2,14 1,94 40
30 TK23 1074  ng/uL 2,13 2,20 40
31 TK41 136,3 ng/uL 2,12 2,31 40
32 TK42 198,5 ng/uL 2,08 2,07 40
33 TK43 106,2  ng/uL 2,12 2,03 40
34 TK81 100,4 ng/uL 2,10 2,04 40
35 TK82 109,3  ng/uL 2,13 2,19 40
36 TK83 106,1  ng/uL 2,12 1,43 40
37 Seval F; 2129 ng/uL 2,11 2,17 40
38 Tueza F; 197,7  ng/uL 2,10 2,04 40

AS : Aviriilent M. incognita izolatinin Seval F;’e inokiilasyonu , VS : Viriilent M. incognita izolatinin Seval, F;’e inokiilasyonu

SK : Seval F; Kontrol, TK : Tueza F; Kontrol

4.3. cDNA’larin Elde Edilmesi
Izole edilen RNA &rnekleri EvoScript Universal cDNA Master Kiti kullanilarak

Real Time PCR ile tiim 6rnekler sorunsuz bir sekilde cDNA’ya ¢evrilmistir.
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4.4. Real-Time PCR Calismalar:
4.4.1. SYBR Green I boyasi ile Real Time PCR

Mi.1.2 geninin ifade degisimisini belirlemek i¢in 6 adet primer seti
(MetMil.2F/MetMil.2R, Mil.2F/Mil.2R, Mmil.2F/Mmil.2R, Fj-M1.2F/Fj-M1.2R,
Mi-1.2PP F/Mi-1.2PP R, Mi-1.2JEB F/Mi-1.2JEB R) ve 1 adet referans gen GAPDH
(Ls_GAPDH-F/Ls_GAPDH-R) kullanilmigstir. Bu primerlerin  performanslarini
belirlemek i¢in Oncelikle 3 adet dayanikli (Seval Fi) ve 3 adet duyarli (Tueza F;)
bitkilerden izole edilen RNA’lar, SYBR Green I boyasi kullanilarak Real Time PCR

yapilmistir. Orneklerin amplifikasyon egrileri ve Ct degerleri belirlenmistir.

MetMil.2F/MetMil.2R primer seti kullanilarak yapilan real time PCR ¢aligmasi
sonucunda, Seval F; i¢in ortalama Cy degeri 26,07, Tueza F; i¢in ortalama Cy degeri
25,57 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2). Ct degerleri arasinda ¢ok net bir fark
gbozlemlenmemis ve elde edilen amplifikasyon egrileri birbirlerine oldukca yakin
bulunmustur (Sekil 4.1). Bu pirmer seti diger ¢aligmalarda kullanmak {izere

secilmemisgtir.

Cizelge 4.2. Seval F; ve Tueza F1 bitkilerinde MetMil.2F/MetMil.2R primer seti ile

elde edilen Ct degerleri

Ornek No Ornek Adi Cr Degeri Cr Ortalama Degeri
1 Seval F; 25.75
2 Seval F; 26.11 26.07
3 Seval F; 25.71
4 Tueza F; 25.74
5 Tueza Fy 2414 2557
6 Tueza F; 26.84
7 Su 32.15
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Amplification Curves

44667,
40667
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32667
S 2967
3
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T:TuezaF;,S: Seval F;, W: Su

Sekil 4.1. Seval F; ve Tueza F; bitkilerinde MetMil.2F/MetMil.2R primer seti ile elde
edilen amplifikasyon egrileri
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Mil.2F/Mil.2R primer ¢ifti ile SYBR Green I boyasi kullanilarak yapilan Real-
Time PCR calismasinda dayanikli (Seval F;) ve duyarli (Tueza F;) bitkilerde Cr
degerleri yaklasik 25 dongiliden sonra 1s1ma vermeye baslamistir. Seval F;’in ortalama
Cr degeri 31,91 ve Tueza F1’in ortalama Ct degeri 30,33 belirlenmistir (Cizelge 4.3).
Dayanikli ve duyarli Ornekler arasinda cogalma egrileri birbirlerinden farklilik
gostermistir (Sekil 4.2). Bu primer ¢ifti c¢aligmalarda Orneklerin analizlerinde

kullanilmak tizere se¢ilmistir.

Cizelge 4.3. Seval F; ve Tueza F; bitkilerinde Mil.2F/Mil.2R primer seti ile elde edilen

Cr degerleri
Ornek No Ornek Adi Cr Degeri Cr Ortalama Degeri
1 Seval F; 30.61
2 Seval F; 30.13 30.33
3 Seval F; 30.26
4 Tueza F, 32.14
5 Tueza F, 31.59 31.91
6 Tueza F; 32.00
7 Su 35.00
Amplification Curves
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T:TuezaF;,S:Seval F;, W:Su

Sekil 4.2. Seval F; ve Tueza F; bitkilerinde Mil.2F/Mil.2R primer seti ile elde edilen

amplifikasyon egrileri
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Mmil.2F/Mmil.2R primer setinin SYBR Green I boyasi kullanilan real time
PCR uygulamasi sonucunda Seval F; ortalama Cr degeri 35,00, Tueza F; ortalama C+
degeri 35,00 olarak bulunmustur (Cizelge 4.4). Dayanikli ve duyarli 6rneklerin
amplifkasyon egrileri birbirlerine ¢ok yakin belirlenmistir (Sekil 4.3). Ct degerleri ayni

oldugu i¢in bu primer seti ¢alismalarda kullanmak tizere se¢ilmemistir.

Cizelge 4.4. Seval F; ve Tueza F; bitkilerinde Mmil.2F/Mmil.2R primer seti ile elde

edilen Ct degerleri

Ornek No Ornek Adi Ct Degeri C+ Ortalama Degeri

1 Seval F; 35.00

2 Seval F; 35.00 35.00

3 Seval F; 35.00

4 Tueza F4 35.00

5 Tueza F; 35.00 35.00

6 Tueza F 35.00

7 Su 0

Amplification Curves
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Sekil 4.3. Seval F; ve Tueza F; bitkilerinde Mmil.2F/Mmil.2R primer seti ile elde

edilen amplifikasyon egrileri
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Fj-M1.2F/Fj-M1.2R primer c¢ifti ile SYBR Green I boyasi kullanilarak yapilan
Real-Time PCR c¢aligmasi1 sonucunda Seval F; bitkilerinin ortalama Ct degeri 24,00,
Tueza Fy bitkilerinin ortalama Ct degeri 27,73 bulunmustur (Cizelge 4.5). Seval F;
bitkileri, Tueza F; bitkilerinden daha 6nce 1s1ma gostermistir. Dayanikli ve duyarl
bitkilerde amplifikasyon egrileri birbirlerinden iyi bir sekilde ayrilmistir (Sekil 4.4). Bu

nedenle bu primer ¢ifti diger calismalarda kullanmak iizere secilmistir.

Cizelge 4.5. Seval F; ve Tueza F; bitkilerinde Fj-M1.2F/Fj-M1.2R primer seti ile elde

edilen Ct degerleri

Ornek No Ornek Adi Cr Degeri Cr Ortalama Degeri

1 Seval F; 24.15

2 Seval F; 23.95 24.00

3 Seval F; 23.90

4 Tueza F4; 27.48

5 Tueza F; 27.99 27.73

6 Tueza F4; 27.72

7 Su 0

Amplification Curves

51.789
46.769

41.789

s

3 31.783

3

2

26789

H

§ 21789

2

= 16789
11.78%

6.789

&

5 10 15 20 25 30 35
Cycles
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Sekil 4.4. Seval F; ve Tueza F; bitkilerinde Fj-M1.2F/Fj-M1.2R primer seti ile elde

edilen amplifikasyon egrileri
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Duyarli ve dayanikli 6rneklerin SYBR Green I boyasi kullanilarak Mi-1.2PP
F/Mi-1.2PP R primer ¢ifti ile yapilan real time calismasinda Tueza F; bitkilerinin
ortalama Ct degeri 25,94, Seval F; bitkilerinin ortalama C+ degeri 26,16 oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.6). Dayaniklt ve duyarli 6rneklerin amplifikasyon egrileri
birbirlerinden ayrilmamistir (Sekil 4.5). Ct degerleri ve amplifikasyon egrileri arasinda
belirgin bir fark bulunmadig i¢in bu primer ¢ifti diger ¢calismalarda kullanmak {izere

secilmemistir.

Cizelge 4.6. Seval F; ve Tueza F; bitkilerinde Mi-1.2PP F/Mi-1.2PP R primer seti ile
elde edilen Ct degerleri

Ornek No Ornek Adi Cr Degeri Cr Ortalama Degeri
1 Seval F; 25.87
2 Seval F; 26.13 25.95
3 Seval F; 25.84
4 Tueza F 26.09
5 Tueza F, 25.88 26.16
6 Tueza F; 26.51
7 Su 35.00

Amplification Curves

36,6867

33,367

29,867

26.367

510}

22 867

ucrescence {465
Bo@ B
g 8 8
]

F

8867

5.367

1.867
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T:TuezaF;,S:Seval F;, W:Su

Sekil 4.5. Seval F; ve Tueza F; bitkilerinde Mi-1.2PP F/Mi-1.2PP R primer seti ile elde
edilen amplifikasyon egrileri
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Mi-1.2JEB F/Mi-1.2JEB R primer seti kullanilarak yapilan real time PCR
calismasinda Seval F; bitkilerinin ortalama Ct degeri 30,54, Tueza F; bitkilerinin
ortalama Ct degeri 31,19 belirlenmistir (Sekil 4.7). Seval F; ve Tueza F; arasinda
amplifikasyon egrileri birbirlerinden ayirim gostermemistir (Sekil 4.6). Ct degerleri ve

amplifikasyon egrileri arasindaki fark belirgin olmadigi i¢in bu primer ¢ifti diger

calismalarda kullanmak iizere se¢ilmemistir.

Cizelge 4.7. Seval F; ve Tueza F; bitkilerinde Mi-1.2JEB F/Mi-1.2JEB R primer seti ile

elde edilen Ct degerleri

Ornek No Ornek Adi Cr Degeri Cr Ortalama Degeri
1 Seval F; 31.06
2 Seval F, 30.06 3055
3 Seval F; 30.52
4 Tueza F4; 30.83
5 Tueza F; 31.98 31.19
6 Tueza F4 30.76
7 Su 0
Amplification Curves
50,802
45.802
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35,802
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%25.332
g 20802
* 15802
10,802
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T:TuezaF;,S:Seval F;, W:Su

Sekil 4.6. Seval F; ve Tueza F; bitkilerinde Mi-1.2JEB F/Mi-1.2JEB R primer seti ile

elde edilen amplifikasyon egrileri
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Real Time PCR c¢aligmasinda kontrol primer olarak Ls GAPDH-F/Ls_GAPDH-
R primer seti kullanilmistir. Bu primer seti beklendigi gibi dayanikli ve duyarl
orneklerde beklenen Cy degerlerini (Cizelge 4.8) ve amplifikasyon egrisini (Sekil 4.7)
vermistir. Bu primer seti tiim real time PCR ¢alismalarinda referans primer olarak

kullanilmistir.

Cizelge 4.8. Seval F; ve Tueza F; bitkilerinde Ls_GAPDH-F/Ls_GAPDH-R primer seti

ile elde edilen C+ degerleri

Ornek No Ornek Adi Ct Degeri C+ Ortalama Degeri

1 Seval F; 21.79

2 Seval F; 22.57 21.98

3 Seval F; 21.57

4 Tueza F4 21.56

5 Tueza F, 21.70 21.68

6 Tueza F, 21.79

7 Su 0

Amplification Curves
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T:TuezaF;,S:Seval F;, W:Su

Sekil 4.7. Seval F; ve Tueza F; bitkilerinde Ls_GAPDH-F/Ls_GAPDH-R primer seti

ile elde edilen amplifikasyon egrileri
Mi-1.2 geninin aviriilent ve viriilent M. incognita popiilasyonlarina karst gen

ifade degisimini belirlemek igin 6 primer seti (MetMil.2F/MetMil.2R, Mil.2F/Mil.2R,
Mmil.2F/Mmil.2R, Fj-M1.2F/Fj-M1.2R, Mi-1.2PP F/Mi-1.2PP R ve Mi-1.2JEB F/Mi-

27



BULGULAR N. ULGER

1.2JEB R) SYBR Green I boyasi kullanilarak real time PCR yapilmistir. Calisma
sonucunda 2 primer seti (Mil.2F/Mil.2R ve Fj-M1.2F/Fj-M1.2R) dayanikli ve duyarli
bitkiler arasinda farkli Cy degerleri verdigi ve birbirlerinden belirgin sekilde ayrildigi

i¢in ana deneme Orneklerinin analizinde kullanmak tizere se¢ilmistir.

Mi-1.2 geninin ifadesini belirlemek i¢in SYBR Green I ile test edilmis 6 primer
cifti arasindan segilen 2 primer seti (Mil.2F/Mil.2R ve Fj-M1.2F/Fj-M1.2R) ¢alisma
i¢in kurulan deneme 6rneklerinin analizinde kullanmistir. Ls. GAPDH-F/Ls_GAPDH-R

primer setleri ise referans gen olarak kullanilmistir.

Calismada, dayanikli domates fideleri 3 biyolojik tekerriir olacak sekilde M.
incognita’nin aviriilent G7 ve virllent V6 izolatlarnn ile inokiile edilmistir.
Inokulasyondan 48 saat, 96 saat ve 192 saat sonra bitki koklerinden RNA izolasyonu
yapilarak elde edilen cDNA’lar Mil.2F/Mil.2R primer seti, SYBR Green I boyasi

Z-AACT

kullanilarak qPCR analizleri yapilmis ve ACt, AACr, ve degisim katsayist (fold

change) degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.9).

M. incognita’nin aviriilent G7 izolati, Seval F; bitkisinde inokiilasyondan 48 saat
sonra ACt=7,96, AACt=-0,95, 2**“"=1,93 ve degisim katsayisi=1,93 olarak, 96 saat
sonra ACt=8,16, AACt=-0,23, 278CT=1 17 ve degisim katsayisi=1,17 ve 192 saat sonra
ise ACt= 9,03, AAC7=2,13, 2 2°“T=0,23 ve degisim katsayisi=-4,38 olarak bulunmustur
(Cizelge 4.9). M. incognita’nin virillent V6 izolati ise, Seval F; bitkisinde
inokiilasyondan 48 saat sonra AC7=9,71, AACt=0,80, 278CT=0 58 ve degisim
katsayisi=-1,74 olarak, 96 saat sonra ACt=7,81, AAC7=-0,59, 2"**“"=1,50 ve degisim
katsay1s1i=1,50 ve 192 saat sonra ise AC1=8,05, AACt=1,15, 2788¢T=0 45 ve degisim
katsayis1i=-2,22 olarak bulunmustur (Cizelge 4.9).

Mi.1.2F/Mil.2R primerleri ile yapilan real time PCR analizlerinde; nematodlarin
Mi-1.2 geni iizerine etkisi incelendiginde, inokiilasyondan 48 saat sonra M.
incognita’nin aviriilent G7 izolat1 bitkide; 1,93 kat artisa neden olurken M.
incognita’nin viriilent V6 izolat1 1,74 kat azalisa; 96 saat sonra aviriilent G7 izolat1 1,17
artisa viriilent V6 izolat1 ise 1,5 kat artisa; 192 saat sonra aviriilent G7 izolat1 4,38 Kkat

azalisa ve viriilent V6 izolat1 ise 2,22 kat azalisa neden olmustur (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. Meloidogyne incognita’nin G7 ve V6 izolatlarn ile inokle edilen domates
bitkilerinden elde edilen RNA’larin Mil.2F/Mil.2R primerlerin SYBR Green I boyasi
ile gPCR’da edilen ortalama Ct, ACt, AACr, 2 (CAACT) (o degisim katsayis1 degerleri

. Referans  Ortalama Ortalama
Nematod Siire Primer . Cr _AACT Degisim
izolati (Saat) Adi Primer Cr Referans AGy AACy Z katsayisi
Ad1 Hedef Gen Gen
Aviriilent G7 M1.2F-R  GAPDH 33,52 25,56 7,96 -0,95 1,93 1,93
Viriilent V6 48 M1.2F-R  GAPDH 31,18 21,47 9,71 0,80 0,58 -1,74
- M1.2F-R  GAPDH 31,31 22,40 8,91
Aviriilent G7 M1.2F-R  GAPDH 32,71 24,54 8,16 -0,23 1,17 1,17
Viriilent V6 96 M1.2F-R  GAPDH 31,42 23,61 7,81 -0,59 1,50 1,50
- M1.2F-R  GAPDH 33,87 25,48 8,39
Aviriilent G7 M1.2F-R  GAPDH 31,38 22,35 9,03 2,13 0,23 -4,38
Viriilent V6 192 M1.2F-R  GAPDH 32,45 24,40 8,05 1,15 0,45 -2,22
- M1.2F-R  GAPDH 33,18 26,28 6,90

Ayni orneklere ait RNA’lar ikinci bir primer seti olan Fj-M1.2F/Fj-M1.2R ile
SYBR Green I boyasi kullanilarak real time PCR analizleri gergeklestirilmistir. Analiz
sonucu ACt, AACT, 22T ve degisim katsayis1 (fold change) degerleri hesaplanmistir
(Cizelge 4.10). M. incognita’nin aviriilent G7 izolatinin Seval F; bitkisine
inokiilasyonundan 48 saat sonra ACt=3,44, AAC7=1,23, 2°“T=043 ve degisim
katsayisi=-2,35 olarak, 96 saat sonra AC1=2,75, AAC1=-0,47, 27*2T=1,38 ve degisim
katsay1s1=1,38 ve 192 saat sonra ise AC1=2,67, AACt=0,09, 27AACT:O,94 ve degisim
katsayisi=-1,06 olarak bulunmustur (Cizelge 4.10). M. incognita’nin virillent V6
izolatinin Seval F; bitkisine inokiilasyonundan 48 saat sonra ACt=2,86, AAC+=0,65, 2~
AACT=0 64 ve degisim katsayisi=-1,57 olarak, 96 saat sonra ACt=2,35, AAC1=-0,87, 2~
AACT-1 83 ve degisim katsayisi=1,83 ve 192 saat sonra ise ACt=2,51, AACt=-0,08, 2"

AACT=1 06 ve degisim katsayisi=1,06 olarak bulunmustur (Cizelge 4.10).

Fj-M1.2F/Fj-M1.2 primerleri ile yapilan real time PCR analizlerinde;
nematodlarin Mi-1.2 geni iizerine etkisi incelendiginde, inokiilasyondan 48 saat sonra
M. incognita’nin aviriilent G7 izolati domates bitkilerinde; 2,35 kat azalisa neden
olurken M. incognita’nin viriilent V6 izolat1 1,57 kat azalisa; 96 saat sonra aviriilent G7
izolat1 1,38 kat artisa viriilent V6 izolat1 ise 1,83 kat artisa; 192 saat sonra aviriilent G7
izolat1 1,06 kat azalisa ve viriilent V6 izolat1 ise 1,06 kat artisa neden olmustur (Cizelge

4.10).
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Cizelge 4.10. Meloidogyne incognita’nin G7 ve V6 izolatlar ile inokle edilen domates
bitkilerinden elde edilen RNA’larin Fj-M1.2F/Fj-M1.2R primerlerin SYBR Green |
boyasi ile qPCR’da elde edilen ortalama Ct, ACt, AACr, 2 CAACT) o degisim katsayisi

degerleri
Nematod Siire Primer Referan 'Ortalama Ortalama ACt AACt 2" Degisim
izolati (Saat) Adi sPrimer Cr Cr aact katsayisi

Adi Hedef Referans

Gen Gen

Aviriilent G7 M1.2F-R  GAPDH 29,00 25,56 3,44 1,23 0,43 -2,35
Viriilent V6 48 M1.2F-R  GAPDH 24,33 21,47 2,86 0,65 0,64 -1,57
- M1.2F-R  GAPDH 24,61 22,40 2,21
Aviriilent G7 M1.2F-R  GAPDH 27,29 24,54 2,75 -0,47 1,38 1,38
Viriilent V6 96 M1.2F-R  GAPDH 25,96 23,61 2,35 -0,87 1,83 1,83
- M1.2F-R  GAPDH 28,70 25,48 3,22
Aviriilent G7 M1.2F-R  GAPDH 25,02 22,35 2,67 0,09 0,94 -1,06
Viriilent V6 192 M1.2F-R  GAPDH 26,90 24,40 2,51 -0,08 1,06 1,06
- M1.2F-R  GAPDH 28,87 26,28 2,59

4.4.2. TagMan Prob ile Real Time PCR

Mi-1.2 geninin ifadesini belirlemek i¢in 2 adet primer/prob seti (Mil.2-F/Mil.2-
R ve UPL 89; Ls_Mil.2-F, Ls_Mil.2-R ve Ls_Mil.2-P) ve 1 adet referans gen GAPDH
(Ls_GAPDH-F, Ls_GAPDH-R ve Ls_GAPDH-R) kullanilarak gPCR yapilmustir.

Calismada, dayanikli domates fideleri 3 biyolojik tekerriir olacak sekilde M.
incognitanin avirilent G7 ve virilent V6 izolatlar1 ile inokiile edilmistir.
Inokulasyondan 48 saat, 96 saat ve 192 saat sonra bitki koklerinden RNA izolasyonu
yapilarak elde edilen cDNA’lar Mil.2-F/Mil.2-R primer seti UPL prob kullanilarak

qPCR analizleri yapilmis ve ACt, AACy, 24T

ve degisim katsayis1 (fold change)
degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.11). M. incognita’nin G7 izolatinin Seval F;
bitkisine inokiilasyonundan 48 saat sonra ACt=1,72, AACt=0,16, 2*“'=0,90 ve
degisim katsayisi=-1,11 olarak, 96 saat sonra ACt=1,09, AAC1=-0,07, 2**“"=1,05 ve
degisim katsayisi=1,05 ve 192 saat sonra ise AC1=2,41, AACt=1,32, Z*AACT:OAO ve
degisim katsayisi=-2,50 olarak bulunmustur (Cizelge 4.11). M. incognita’nin V6
izolatinin Seval F; bitkisine inokiilasyonundan 48 saat sonra ACt=2,45, AAC+=0,89, 2~
AACT=0 54 ve degisim katsayisi=-1,85 olarak, 96 saat sonra ACt=1,68, AAC1=0,52, 2~
AACT=0 70 ve degisim katsayisi=-1,43 ve 192 saat sonra ise ACt=1,05, AACy=-0,04, 2"

AACT=1 03 ve degisim katsayisi=1,03 olarak bulunmustur (Cizelge 4.11).
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Mil.2-F/Mil.2-R primerleri ile yapilan real time PCR analizlerinde;
nematodlarin Mi-1.2 geni lizerine etkisi incelendiginde, inokiilasyondan 48 saat sonra
M. incognita’nin aviriilent G7 izolat1 ile enfekte edilen bitkide; 1,11 kat azalisa ve M.
incognita’nin viriilent V6 izolat1 1,85 kat azalisa; 96 saat sonra aviriilent G7 izolat1 ile
enfekte edilen 1,05 kat artisa viriilent V6 izolat1 ise 1,43 kat azalisa; 192 saat sonra
aviriilent G7 izolat1 2,50 kat azalisa ve viriilent V6 izolat1 ise 1,03 kat artisa neden

olmustur (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Meloidogyne incognita’nin G7 ve V6 izolatlari ile inokle edilen domates
bitkilerinden elde edilen RNA’larin Mil.2-F/Mil.2-R primerleri ve UPL prob ile
gPCR’da elde edilen ortalama Ct, ACt, AACr, 2 CAACT) (e degisim katsayis1 degerleri

Ortalama Ortalama
Referans

Nematod Siire Primer . Cr Cr _AACT Degisim
izolati (Saat) Adi Primer Hedef Referans ~ACT  AAGr 2 Kkatsayisi
Ad1
Gen Gen
Aviriilent G7 M1.2F-R GAPDH 29,36 27,64 1,72 0,16 0,90 -1,11
Viriilent V6 48 M1.2F-R GAPDH 26,49 24,04 2,45 0,89 0,54 -1,85
- M1.2F-R GAPDH 26,67 25,11 1,56
Aviriilent G7 M1.2F-R GAPDH 27,84 26,75 1,09 -0,07 1,05 1,05
Viriilent V6 96 M1.2F-R GAPDH 27,49 25,81 1,68 0,52 0,70 -1,43
- M1.2F-R GAPDH 28,72 27,56 1,16
Aviriilent G7 M1.2F-R GAPDH 27,02 24,61 2,41 1,32 0,40 -2,50
Viriilent V6 192 M1.2F-R GAPDH 27,70 26,64 1,05 -0,04 1,03 1,03
- M1.2F-R GAPDH 29,53 28,44 1,09

Ayni 6rneklere ait RNA’lar ikinci bir primer seti olan Ls_Mil.2-F/Ls_Mil.2-R

2—AACT ve

Ls_Mil.2-P probu ile real time PCR yapilmistir. Analiz sonucu ACt, AACr,
degisim katsayisi (fold change) degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.12). M.
incognita’nin aviriilent G7 izolatinin Seval F; bitkisine inokiilasyonundan 48 saat sonra
ACT=1,68, AAC1=1,47, 27**“T=0,36 ve degisim katsayisi=-2,77 olarak, 96 saat sonra
ACt=1,27, AAC+=-0,40, 27AACT21,32 ve degisim katsayisi=1,32 ve 192 saat sonra ise
ACT=1,05, AAC7=-0,04, 272%T=1,03 ve degisim katsayisi=1,03 olarak bulunmustur
(Cizelge 4.12). M. incognita’nin viriilent V6 izolatinin Seval F; bitkisine
inokiilasyonundan 48 saat sonra ACt=1,19, AAC7=0,98, 2**“'=051 ve degisim
katsayisi=-1,97 olarak, 96 saat sonra ACt=1,13, AACt=-0,54, 272T=1,45 ve degisim
katsayisi=1,45 ve 192 saat sonra ise AC1=0,69, AAC1=-0,41, 2724"T=1 32 ve degisim
katsayisi=1,32 olarak bulunmustur (Cizelge 4.12).

31



BULGULAR N. ULGER

Ls_Mil.2-F/Ls_Mil.2-R primerleri ile yapilan real time PCR analizlerinde;
nematodlarin Mi-1.2 geni lizerine etkisi incelendiginde, inokiilasyondan 48 saat sonra
M. incognita’nin aviriilent G7 izolat1 bitkide; 2,77 kat azalisa M. incognita’nin viriilent
V6 izolat1 1,97 kat azalisa; 96 saat sonra aviriilent G7 izolat1 1,32 kat artisa viriilent V6
izolat1 ise 1,45 kat artisa; 192 saat sonra aviriilent G7 izolat1 1,03 kat artisa ve viriilent

V6 izolat1 ise 1,32 kat artisa neden olmustur (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Meloidogyne incognita’nin G7 ve V6 izolatlari ile inokle edilen domates
bitkilerinden elde edilen RNA’larin Ls_Mil.2-F/Ls_Mil.2-R primerleri ve Ls_Mil.2-P
probu ile qPCR’da elde edilen ortalama Cr, ACy, AACT, 2 “*2¢D ve degisim katsayis

degerleri
N o i ori Referans Orta(l:ama Ortélama Desic
emato ire rimer : T T -AACT egisim
izolati (Saat) Ad Primer Hedef Referans AGr AAGr 2 Kkatsayist
Ad1
Gen Gen
Aviriilent G7 M1.2F-R GAPDH 29,32 27,64 1,68 1,47 0,36 -2,77
Viriilent V6 48 M1.2F-R GAPDH 25,23 24,04 1,19 0,98 0,51 -1,97
- M1.2F-R GAPDH 25,32 25,11 0,21
Aviriilent G7 M1.2F-R GAPDH 28,02 26,75 1,27 -0,40 1,32 1,32
Viriilent V6 96 M1.2F-R GAPDH 26,94 25,81 1,13 -0,54 1,45 1,45
- M1.2F-R GAPDH 29,23 27,56 1,67
Aviriilent G7 M1.2F-R GAPDH 25,66 24,61 1,05 -0,04 1,03 1,03
Viriilent V6 192 M1.2F-R GAPDH 27,33 26,64 0,69 -0,41 1,32 1,32
- M1.2F-R GAPDH 29,53 28,44 1,09
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5. TARTISMA

Domates diinyada en ¢ok {iretilen sebze tiirli olup insan beslenmesinde 6nemli
bir yere sahiptir. Bir¢ok hastalik ve zararlilar domates iiretimini etkileyerek onemli
derecede verim ve ekonomik Kkayiplara sebep olmaktadir. Kok-ur nematodlart bu
zararlilardan en Onemlileri arasindadir. Bu zararlilarla miicadele i¢in degisik yontemler
kullanilmakta olup dayanikli g¢esitler en onemli miicadele yontemlerinden birisidir.
Domateste kok-ur nematodlarina karsi dayaniklilik Mi-1.2 geni tarafindan kontrol
edilmektedir (Milligan vd. 1998). Bu gen en yaygin ii¢ kok-ur nematod tiiriine (M.
arenaria, M. incognita, M. javanica) karsi dayaniklilik saglamaktadir (Roberts and
Thomason 1989; Milligan vd. 1998). Fakat Mi-1.2 genini asan viriilent popiilasyonlar
bitkisel iiretim alanlarinda bulunmustur (Jarquin-Barberena vd. 1991; Castagnone-
Sereno vd. 1993; Roberts 1995; Huang vd. 2004; Devran ve Sogiit 2010).

Bu ¢alismada, viriilent ve aviriilent M. incognita izolatlari ile inokiilasyondan
farkl: siireler sonra (48, 96 ve 192 saat) Mi-1.2 geni tasiyan domates bitkilerinden izole
edilen RNA’lar kullanilarak genin izolatlara kars1 ifade degisim diizeyi arastirilmistir.
Bunun i¢in en temel calisma olarak RNA izolasyonunun basarili bir sekilde yapilmasi
ve 6rneklerde DNA kalintilarinin olmamasi hedeflenmistir. Orneklerden RNA izolasyon
Kiti kullanilarak gerceklestirilmis ve ayn1 zamanda izolasyon asmasinda 6rnekler DNase
enzimi ile muamele edilerek DNA’lar uzaklastirllmistir. Bu calismalar sonucu
orneklerde DNA’nin bulunmadigi PCR yapilarak da dogrulanmistir. Elde edilen
RNA’larin diger arastirmalar ve gen ifadesi caligmalari i¢in uygun oldugu teyit

edilmistir.

Gen ifadesi calismalarinda hedef gen ile referans gen birlikte analiz
edilmektedir. Domateste referans gen olarak Actin ve GAPDH yaygm sekilde
kullanilmaktadir (Guan vd. 2016; Zhou vd. 2018). Bu ¢alismada GAPDH referans gen
olarak tercih edilmistir. Boylece QPCR ¢alismalarinda Mi-1.2 genine 6zgii primerler ile
GAPDH genine 6zgii primerler birlikte analiz edilmislerdir. Hedef gene 6zgii primerler
ile referans gene 6zgii primerler analiz yapilan tiim orneklerde basarili sekilde caligmis

ve beklenen Ct degerini tiretmislerdir.
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Gen ifadesi calismalarinda boya ve problar kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada, Mi-
1.2 geninin ifade degisim analizi i¢in hem SYBR Green I hem de prob kullanilmstir.
SYBR Green I boyasinin maliyetinin diisiik olmas1 ve primer dizayninin kolayligindan
dolay1 ¢alismalarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda SYBR
Green [ boyasi ile alti primer seti (MetMil.2F/MetMil.2R, Mil.2F/Mil.2R,
Mmil.2F/Mmil.2R, Fj-M1.2F/Fj-M1.2R, Mi-1.2PP F/Mi-1.2PP R ve Mi-1.2JEB F/Mi-
1.2JEB R) kullanilmis ve bunlardan ii¢ tanesi dnceki yayinlardan geri kalan {i¢ tanesi ise
bu ¢alisma kapsaminda dizayn edilmistir. Primerlerin, Mi-1.2 geni tasiyan ve tasimayan
bitkilerdeki on analizi sonucu Cr degerleri ve amplifikasyon egrileri dikkate alinarak
aralarindan iki primer seti (Mil.2F/Mil.2R ve Fj-M1.2F/Fj-M1.2R) 6rneklerin analizi
icin secilmistir. Yaymlardan segilen Mi-1.2PP F/Mi-1.2PP R (Zhou vd. 2018) ve Mi-
1.2JEB F/Mi-1.2JEB R primer c¢iftleri (Paripparambil vd. 2015) ve dizayn edilen
primerler (MetMil.2F/MetMil.2R ve Mmil.2F/Mmil.2R), 6rnekler arasinda belirgin
farklilik gostermemistir. Bu durum primerlerin dizaynlarindan, kullanilan bitkilerin
genetik Ozelliklerinden, Mi-1.2 geninin homologlarina baglanabilmesinden veya
genlerin ifade diizey farkliliklarindan kaynaklanmis olabilir. Ayrica SYBR Green I
boyasimnin PCR asamasinda ¢ift zincir olusturan istenmeyen DNA molekiillerine
baglanmasi sonucu isima yaparak istenmeyen amplifikasyona neden olmus olabilir.
Buna karsin, Fujimato vd. (2011) tarafindan gelistirilen Fj-M1.2F/Fj-M1.2R primer ¢ifti
ile bu ¢alisma kapsaminda dizayn edilen Mil.2F/Mil.2R primer ¢ifti 6rnekler arasinda
Ct degerleri ve amplifikasyon egrileri agisindan beklenen ayirimi gosterdigi igin
caligmada kullanmak fizere segilmiglerdir. Mil.2F/Mil.2R ve Fj-M1.2F/Fj-M1.2R
primer setleri, SYBR Green 1 kullanilarak orneklerin  qPCR  analizleri
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda M. incognita nin virililent ve aviriilent izolatlarinin
Mi-1.2 geni tasiyan domates bitkilerine inokiilasyondan 96 saat Sonra alinan
orneklerinde her iki primer setleri ile artig goriiliirken, 48 ve 192 saat sonra alinan
orneklerin sonuclarinin birbirlerinden farkli oldugu goriilmiistiir. Aviriilent izolatin
inokiilasyonundan 48 saat sonra ayni 6rneklerin Mil.2F/Mil.2R ile yapilan gen ifadesi
analizinde 1,9 kat artis gozlenirken, Fj-M1.2F/Fj-M1.2R ile 2,35 kat azalig goriilmiistiir.
Buna karsin, inokiilasyondan 192 saat sonra yapilan analizlerde ise viriilent izolat
Mil.2F/Mil.2R 2,22 kat azalisa neden olurken, Fj-M1.2F/Fj-M1.2R ise 1.06 kat artisa
neden olmustur. Fujimato vd (2011), Fj-M1.2F/Fj-M1.2R primer setinin dayanikli ve
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duyarl1 bitkilerin aviriilent ve viriilent M. incognita izolatlari ile inokiilasyonu ve metil
jasmonate (meJA) ile tesvik edilmeleri sonucu kok ur nematod enfeksiyonu ile gen
ifade iliskisinin belirlenmesinde basarili bir sekilde kullanilmistir. Bu calismada, adi
gegen pirmer ¢ifti, orneklerde Mi-1.2 gen ifadesinin belirlenmesinde de kullanilmis ve

sonug iiretmigtir.

TagMan problar, SYBR Green I boyalarina gére maliyetleri yiiksektir. Fakat
daha spesifik olmalarindan dolayr gen ifadesi ¢alismalarinda tercih edilmektedir. Bu
calismada, Mi-1.2 gen bolgesine gore Ls Mil.2-P ve UPL 89 olmak iizere iki ayri
TagMan prob kullanilmistir. Ls_Mil.2-P probu bu ¢alisma kapsaminda gelistirilmistir.
UPL 89 ise firmanin (Roche) {irlinii olarak siparis edilmistir. Literatiir bilgisine gore Mi-
1.2 gen ifadesi genellikle SYBR Green I boyalar1 kullanilarak yapilmistir (Fujimato vd.
2011; Paripparambil vd. 2015; Zhou vd. 2018). Buna karsin prob sistemleri analizlerde
kullanilmamigtir. Bu c¢alismada problarin  kullanilmast  Mi-1.2 geninin ifade
calismalarina farkli bir bakis agis1 getirmistir. Nematod inokiilasyonundan 48 saat sonra
alan 6rneklerde her iki prob setinde azalig goriiliirken, 96 ve 192 saat sonra alinan
orneklerin sonuglarinda farkliklar tespit edilmistir. Viriilent izolat inokiilasyonundan 96
saat sonra ayni Orneklerin UPL 89 ile yapilan gen ifade degisim analizinde 1,43 kat
azalig olurken Ls Mil.2-P ile 1,45 kat artis; inokiilasyondan 192 saat sonra yapilan
analizde aviriilent izolat UPL 89 prob ile 2,50 kat azalisa neden olurken, Ls_Mil.2-P
ile 1,03 kat artisa neden olmustur. Bu farkliliklarin Mi-1 lokusunun o6zelliginden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Milligan vd. (1998), Mi-1.2 genini klonlamasi {izerine
yuriittikkleri c¢aligmada ayni bolgede Mi-1.1 ve Mi-1.2 genleri ile bir yalanct gen
(pseudogene) oldugu ve dayanikliligin yalnizca Mi-1.2 geni tarafindan sagladigini
bildirmislerdir. Seah vd. (2007) Mi-1 gen bolgesinde Mi-1.2 geninin farkli
homologlarinin bulundugunu ve bu homologlarin dayanikli ile duyarl bitkilere gore
farklilik gosterdigini bildirmislerdir. Dayanikli bitkide Mi-1.1, Mi-1.2, Mi-1.3, Mi-1.4,
Mi-1.5, Mi-1.6 ve Mi-1.7 olmak iizere 7 homolog genin, duyarli bitkide ise Mi-1A, Mi-
1B, Mi-1C, Mi-1D, Mi-1E, Mi-1F ve Mi-1G olarak adlandirilan 7 homolog genin
bulundugu bildirilmistir. Bu genlerden Mi-1.3 ve Mi-1.5, Mi-1A ve Mi-1D’nin yalanci
gen oldugu, Mi-1.6 ve Mi-/.7nin ise tam ORF ig¢ermedigi ve yalanci genler harig
homolog genlerin sekans diizeyinde %92,9-%96,7 oraninda benzerlik gosterdigi
belirtilmistir. Bu ¢alismada, NCBI’da bulunan Mi-1 lokusundaki biitiin genlerin mRNA
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dizileri diizenlenip Mi-1.2 geni ile birlikte Geneious programinda alighment edilmis
primerler ve problar gelistirilmistir. Primerlerin gelistirilmesinde onceki ¢aligmalardaki
temel yaklasim olan Mi-1.2 ile Mi-1.1 genlerinin karsilastirilmas: yapilmistir. Bu
calisma i¢in dizayn edilen primerlerin (Mil.2F/Mil.2R, Ls_Mil.2-F/Ls_Mil.2-R ve
Mil.2-F/Mil.2-R) forward ve reverse dizilerinin Mi-1.1 geninin ilgili bolgesinden baz
farkliliklar1 bulunmaktadir. Fujimota vd. (2011) tarafindan gelistirilen Fj-M1.2F/Fj-
M1.2R primerleri de Mi-1.1 gen dizilerinden farkli bazlara sahiptirler. Ayrica UPL 89
probunun dizilimi de Mi-1.1 geninin ilgili bolgesinden farklidir. Boylece gelistirilen
primerlerin ve UPL 89 probunun Mi.1.2 genine &zgii oldugu sdylenebilir. Onceki
calismalarda (Fujimota vd. 2011; Paripparambil vd. 2015; Zhou vd. 2018), Mi-1.2
genine Ozgii primer gelistirmede Mi-1.1 ile Mi-1.2 mRNA dizileri karsilastirilarak
dizayn edilmistir. Bizim yaklasimimiz bu c¢alismalarla paralellik gdstermistir.
Calismada genetik materyal olarak Mi-1.2 geni tasiyan dayanikli Seval F; domates
¢esidi kullanilmistir. Bu nedenle bu 4 primer ¢ifti ile problarin dizilimleri, Seah vd.
(2007) tarafindan dayanikli bitkilerde bulundugu belirtilen diger homolog genlerle (Mi-
1.3, Mi-1.4, Mi-1.5, Mi-1.6 ve Mi-1.7) olan benzerligi incelenmistir. Bunun igin
NCBI’da bulunan tiim homolog genler (Mi-1.1, Mi-1.3, Mi-1.4, Mi-1.5, Mi-1.6 ve Mi-
1.7) Mi-1.2 geni ile alignment edilmistir. Mil.2F primerlerinin dizilimleri diger
homolog genlerin ilgili bolgelerinden SNP, deletion (silinme) ve insertion (ekleme)
farkliliklart oldugu, Mil.2R primeri ise Mi-1.4, Mi-1.5 ve Mi-1.7 dizilimleri ile ayni
oldugu goriilmiistiir. PCR igleminin temel mantig1 geregi Mil.2F primeri diger genlerin
ilgili bolgesine baglanamayacagi i¢in yalnizca Mi-1.2 gen bdlgesinin ¢ogaltilabilecegi
ongoriilmistir. Mil.2-F primeri, diger homolog genlerin ilgili bolgelerinden 3 baz
farklilik gostermistir. Mil.2-R  primeri ise Mi-1.4, Mi-1.5 ve Mi-1.7 dizilimleri ile
aynidir. Ayrica bu primerlerle kullanilan UPL 89 probunun Mi-1.4, Mi-1.5 ve Mi-1.7 ile
de tam eslestigi goriilmektedir. Bu primer setinin yukarida agiklanan temel yaklasima
gore yalnizca Mi-1.2 gen bolgesini c¢ogaltmis oldugu diistiniilmektedir. Fj-M1.2F
primeri, Mi-1.4, Mi-1.5 ve Mi-1.7 dizilimleri ile aymi fakat Fj-M1.2R dizilimleri
farklidir. Bu primer ¢iftinin yalnizca Mi-1.2 genine 6zgii PCR iiriinii verebilecegi
ongoriilmektedir. Ls Mil.2-F ve Ls_Mil.2-R primerinin Mi-1.4, Mi-1.5 ve Mi-1.7
homolog genlerinden yalnizca bir baz farkli oldugu belirlenmistir. Bu primer ¢iftinin
Mi-1.2 geni yaninda, Seval F1’de Mi-1.4, Mi-1.5 ve Mi-1.7 homologlar1 bulunmasi
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durumunda bunlarin ilgili bdlgelerini de ¢ogaltabilecegi diistiniilmektedir. Bu
calismada, dayanikli Seval F; ¢esidi kullanilmis olsa da bu gesidin ilgili Mi-1
bolgesinde Seah vd. (2007) tarafindan duyarli bitkide bulunan Mi-1A, Mi-1B, Mi-1C,
Mi-1D, Mi-1E, Mi-1F ve Mi-1G homologlardan hangisi veya hangilerini tasiyip
tastmadig1 bilinmemektedir. Orneklerin analizinde kullanilan primerlerin homolog gen
bolgelerine benzerlikleri Geneious programi kullanilarak karsilastirilmistir. Mil.2F
primerinin diger homolog genler ile karsilastirildiginda 2 veya daha fazla baz farki ve
silinme (deletion) bolgesi oldugu gorilmistir. Mil.2R primeri ise Mi-1G harig
digerlerinden baz farkliligi bulunmaktadir. Fj-M1.2F primerlerinin, Mi-1A ve Mi-1B
homologlar1 hari¢ digerleri ile uyumlu oldugu, Fj-M1.2R primerinin ise tiim homolog
dizilerden baz farkinin bulundugu tespit edilmistir. Mil.2-F primeri diger
homologlardan 2 veya daha fazla baz farki oldugu goriilmiistiir. Mil.2-R primeri ise Mi-
1A, MI-1E ve Mi-1F dizilerinden farkli olarak diger homolog dizilimleri ile uyumlu
oldugu belirlenmistir. UPL 89 probu, Mi-1G hari¢ digerlerinden farklidir. Ls_Mil.2-F
primeri tiim homolog dizilerinden farkli, Ls Mil.2-R ise Mi-1F ve Mi-1C hari¢ diger
homologlar ile tam eslesmedigi tespit edilmistir. Mi-1.2 geni yaninda homolog
genlerinin de ifadesinin olabilecegi bildirilmistir (Seah vd. 2007). Bu ¢alismada, Seval
F1 ¢esidinde Mi-1.2 yaninda hangi homolog genlerin oldugu ve bunlarmn ifadesinin Mi-
1.2 geninin ifadesi dl¢limiine ne diizeyde etki ettigi tam olarak belirlenememistir. Bu
konunun tam olarak anlasilmasi i¢in Seval F; materyalinin ayni kosularda nematodlara
maruz birakilarak RNA izolasyonu yapilmasi ve bu Ornekler kullanilarak RNAseq
analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Boylece ilgili gen bolgesinin sekans bilgisine
gore yalnizca Mi-1.2 genine 6zgli primer gelistirilmesi ve daha giivenilir sonuca

ulagilmasina imkan verebilecegi diisiiniilmektedir.

Gen ifade degisim analizi ¢alismalarinda mRNA’nin kullaniliyor olmasi birgok
parametrenin sonuglar iizerinde etkili olabilecegini gdstermektedir. Ozellikle biyolojik
test calismalarinda bu durum ¢ok OSnemlidir. Kok ur nematodlar1 ile yapilan bitki
testlemelerinde degisik faktorler sonuglar iizerinde Onemli olmaktadir. Nematod
izolatinin viriilensligi, inokiilasyonda kullanilan nematod sayisi, toprak sicakligi ve
fidenin donemi gibi farkli parametrelerin biyolojik testin performansini etkiledigi
belirtilmistir (Mistanoglu vd. 2016). Bir diger ¢alismada ise dayamikli ve duyarli

domates bitkilerinin M. incognita’nin irk 2 ile inokiilasyon yogunluguna gore farklilik
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gosterdigi belirlenmistir (Ozalp vd. 2018). Bu ¢alismada, drnekler arasinda olusan
farkliliklara inokiilasyon yogunlugunun da biyolojik tekerriirler iizerinde degisiklige
sebep olmus olabilecegi diistiniilmektedir. Biyotik ve abiyotik faktorlerin Mi-1.2 gen
ifade analizi tlizerine farkli sonuglar verdigi rapor edilmistir. Fujimota vd. (2011), metil
jasmonate (meJA)’in degisik konsantrasyonlarda bitki iist aksaminda uygulanmasinda
0,5 mM ve daha yiiksek konsantrasyonunun bitkide kok-ur nematodlarinin enfeksiyonu
azalttig1 ve bu etkinin yaklasik bir hafta siirdiigii belirtilmistir. Guan vd. (2016) Mi-1
geni tasiyan domates bitkisinin M. incognita’nin viriilent ve aviriilent izolatlar1 ile
inokiilasyonu sonrasi RNAseq analizi ile 308 diferansiyel olarak ifade edilen genler
differentially expressed genes (DEGS) tanimlamislar ve bunlar igerisinden segilen 23
DEGs gRT-PCR ile dogrulamislardir. Bir diger ¢calismada Seiml-Buchinger vd. (2019)
gRT-PCR analizi sonucu, stres olmayan kosullarda dayanikli ve duyarli bitkilerde Mi-
1.2, PR1 ve PR6 genlerinin ifade diizeylerinin benzer oldugunu fakat nematod
enfeksiyonu siiresince dayanikli bitkilerde Mil.2, PR1 ve PR6 genlerinin daha fazla
calistigi, duyarhi bitkilerde ise gen ifadesinde herhangi bir tepki olmadigim
belirtmislerdir. Bu ¢alismalar, Mi-1.2 geninin ifadesinin farkli biyotik ve abiyotik

faktorlere ve inokiilasyon sonrasi zamana gore degiskenlik gosterebildigi belirlenmistir.
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5. SONUCLAR

Domates diinyada ve Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan en onemli sebzelerden
biridir. Kok-ur nematodlari, domates tiretiminde 6nemli kayiplara sebep olmaktadir. Mi-
1.2 geni, domateste kayiplar neden olan M. arenaria, M. incognita ve M. javanica’ya
kars1 dayaniklilik saglamaktadir (Roberts ve Thomason 1989; Milligan vd. 1998). Fakat
virtilent popiilasyonlar, Mi-1.2 genini kirmaktadirlar (Castagnone-Sereno vd. 1993). Bu
calismada, Mi-1.2 geni tasiyan domates bitkilerinin viriilent ve aviriilent M. incognita
izolatlar1 ile inokiilasyonundan farkli siireler sonra (48, 96 ve 192 saat) Mi-1.2 geninin

ifade diizeyi ifade diizeyi aragtirtlmistir.

Bu c¢aligmada, Mi-1.2 geni tasiyan dayanikli domates bitkisinin viriilent ve
avirillent M. incognita popiilasyonlarinin enfeksiyonuna karsi Mi-1.2 gen ifade
degisimleri Real-Time PCR teknigi kullanilarak analiz edilmistir. Bitki basina 1000 adet
M. incognita J, asamasinda kok-ur nematodu olacak sekilde sayilarak dayanikli Seval
F1 inokiilasyonu gerceklestirilmistir. Inokiilasyon sonrasi zamana gore 3 biyolojik
tekerriir yapilan bitkiler ile 48 saat, 96 saat ve 192 saat sonra RNA izolasyonu
yapilmistir. Domates bitkisi lizerinde kok-ur nematodu enfeksiyonu sonrasinda zamana
bagli Mi-1.2 gen ifade degisimini gdzlemlemek amaciyla SYBR Green I ve problar ile
gPCR yapilmistir.

Mi.1.2 geninin ifadesi i¢in bu gene O6zgii primerler ile referans gen olarak
GAPDH kullanilmistir. Calismada 6ncelikle SYBR Green I boyasi ile alt1 primer seti
(MetMil.2F/MetMil.2R, Mil.2F/Mil.2R, Mmil.2F/Mmil.2R, Fj-M1.2F/Fj-M1.2R,
Mi-1.2PP F/Mi-1.2PP R ve Mi-1.2JEB F/Mi-1.2JEB R) kullanilmistir. Primerlerin,
dayanikli ve duyarl bitkilerdeki 6n analiz sonucu Ct degerleri ve amplifikasyon egrileri
dikkate alinarak aralarindan iki primer seti (Mil.2F/Mil.2R ve Fj-M1.2F/Fj-M1.2R)
orneklerin analizi i¢in se¢ilmistir. Mi-1.2PP F/Mi-1.2PP R primer c¢iftleri (Zhou vd.
2018) ve Mi-1.2JEB F/Mi-1.2JEB R primer giftleri (Paripparambil vd. 2015) ve dizayn
edilen primerler (MetMil.2F/MetMil.2R ve Mmil.2F/Mmil.2R) dayanikli ve duyarl

ornekler arasinda beklenen farklilig1 gostermemistir.
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Mi.1.2F/Mil.2R primerleri ile SYBR Green I boyasi kullanilarak yapilan real
time PCR analizlerinde; nematod inokiilasyondan 48 saat sonra M. incognita’nin
avirlilent G7 izolat1 bitkide; 1,93 kat artisa neden olurken M. incognita’nin viriilent V6
izolat1 1,74 kat azalisa; 96 saat sonra aviriilent G7 izolat1 1,17 artisa viriilent V6 izolati
ise 1,50 kat artisa; 192 saat sonra aviriilent G7 izolat1 4,38 kat azalisa ve viriilent V6
izolat1 ise 2,2 2kat azalisa neden olmustur. Fj-M1.2F/Fj-M1.2 primerleri SYBR Green |
boyasi ile yapilan real time PCR analizlerinde; nematod inokiilasyondan 48 saat sonra
M. incognita’nin aviriilent G7 izolatt domates bitkilerinde 2,35 kat azalisa neden
olurken M. incognita’nin viriilent V6 izolat1 1,57 kat azalisa; 96 saat sonra aviriilent G7
izolat1 1,38 artisa viriilent V6 izolat1 ise 1,83 kat artisa; 192 saat sonra aviriilent G7
izolat1 1,06 kat azalisa ve viriilent V6 izolat1 ise 1,06 kat artisa neden olmustur.
Mil.2F/Mil.2R ve Fj-M1.2F/Fj-M1.2R primerinin qPCR sonuglari karsilastirildiginda
inokiilasyondan 96 saat sonra bitkiden alinan 6rneklerde her iki primer setleri ile artig
goriiliirken, 48 ve 192 saat sonra alinan orneklerin sonuglarinin birbirlerinden farkl
oldugu goriilmiistiir. Aviriilent izolatin inokiilasyondan 48 saat sonra ayni orneklerin
Mil.2F/Mil.2R ile yapilan gen ifadesi analizinde 1,93 kat artis gozlenirken, Fj-
M1.2F/Fj-M1.2R ile 2,35 kat azalig gortilmiistiir. Buna karsin inokiilasyondan 192 saat
sonra yapilan analizde ise viriilent izolat Mil.2F/Mil.2R 2,22 kat azalisa neden olurken,

Mil.2F/Mil.2R ise 1,06 kat artisa neden olmustur.

Bugiine kadar literatiirde domates bitkisi tizerinde M. incognita enfeksiyonuna
kars1t Mi-1.2 gen ifade degisimi ¢alismalarinda kullanilmak tizere yapilan prob dizayn
caligmasina rastlanilmamistir. Bu c¢alisma yapilan ilk c¢alisma olma 6zelligini
tagimaktadir. Bu kapsamda Mi-1.2 genine 6zgii dizayn edilmis Ls_Mil.2-P ve UPL 89
problart qRT-PCR c¢aligmalarinda kullanilmistir. Mil.2-F/Mil.2-R primerleri ile UPL
89 probu ile birlikte real time PCR yapildiginda, nematod inokiilasyonundan 48 saat
sonra M. incognita’nin aviriilent G7 izolat1 bitkilerde; 1,11 kat azalisa ve M.
incognita’nin viriilent V6 izolat1 1,85 kat azalisa; 96 saat sonra aviriilent G7 izolat1 1,05
kat artisa virtilent V6 izolat1 ise 1,43 kat azalisa; 192 saat sonra aviriilent G7 izolat1 2,50
kat azalisa ve viriilent V6 izolat1 ise 1,03 kat artisa neden olmustur. LS _Mil.2-F,
Ls/Mil.2-R primerleri Ls_Mil.2-P ile yapilan real time PCR analizlerinde; nematod
inokiilasyonundan 48 saat sonra M. incognita’nin aviriilent G7 izolat1 bitkilerde 2,77 kat

azalisa M. incognita’nin viriilent V6 izolat1 1,97 kat azalisa; 96 saat sonra aviriilent G7
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izolat1 1,32 kat artisa virtilent V6 izolat ise 1,45 kat artisa; 192 saat sonra aviriilent G7
izolat1 1,03 kat artisa ve viriilent V6 izolat1 ise 1,32 kat artisa neden olmustur. Mil.2-
F/Mil.2-R ve Ls Mil.2-F, Ls/Mil.2-R primerlerinin problar kullanilarak qRT-PCR
sonuglart karsilastirildiginda nematod inokiilasyondan 48 saat sonra alinan 6rneklerde
her iki prob setinde azalig goriilirken, 96 ve 192 saat sonra alinan Orneklerin
sonuclarinda farkliklar tespit edilmistir. Viriilent izolatin inokiilasyondan 96 saat sonra
ayni Orneklerin UPL 89 ile yapilan gen ifadesi analizinde 1,43 kat azalis olurken
Ls Mil.2-P ile 1,45 kat artig; inokiilasyondan 192 saat sonra yapilan analizde ise
aviriilent izolat UPL 89 prob ile 2,5 kat azalisa neden olurken, Ls_Mil.2-P ile 1,32 kat

artisa neden olmustur.

Mi-1.2 geni klonlanmis ve ayni1 bolgede Mi-1.1 ve Mi-1.2 genleri ile bir yalanci
gen (pseudogene) oldugunu ve dayanikliligin yalnizca Mi-1.2 geni tarafindan
sagladigin1 bildirmislerdir (Milligan vd. 1998). Bu nedenle Mi-1.2 geni ile ilgili
primerlerin gelistirilmesinde 6nceki ¢aligmalarda kullanilan Mi-1.1 ile Mi-1.2 genlerinin
karsilastirilmast yapilmistir. Bu ¢alismada dizayn edilen primerler i¢inde oncelikle bu
durum dikkate alinmis ve primerlerin (Mil.2F/Mil.2R, Ls Mil.2-F/Ls_Mil.2-R ve
Mil.2-F/Mil.2-R) ve UPL 89 probunun Mi-1.2 genine 6zgii oldugu gorilmiistiir.

Mi-1 gen bolgesinde, Mi-1.2 genin farkli homologlarinin (dayanikli bitkide; Mi-
1.1, Mi-1.2, Mi-1.3, Mi-1.4, Mi-1.5, Mi-1.6 ve Mi-1.7) ve (duyarh bitkide; Mi-1A, Mi-
1B, Mi-1C, Mi-1D, Mi-1E, Mi-1F ve Mi-1G) olarak Mi-1 gen bolgesinde Mi-1.2 genin
farkli homologlarinin bulundugu bildirilmistir (Seah vd 2007). Bu ¢alismada gelistirilen
ve Onceki calismalardan secilen primerlerin diger homolog genlerle iliskisi ayr1 ayr
arastirilmistir. Buna karsin farkli Mi-1.2 gen homologlariin ifade diizeyleri arasindaki
iligkiyi konu alan detayli bir c¢alisma bulunmamaktadir. Dolayisiyla, Mi-1.2
homologlarinin stressiz veya enfeksiyona ugramis kosullarda onemli bir gen ifadesi
gosterip gostermedigi ile ilgili bir bilgi bulunmamaktadir. Buradan hareketle, acik veri
tabanlar1 lizerinden Mi-1.2 genine 6zel dizayn edilmis primerler, zaten ¢ok yiiksek
oranlarda sekans dizilimi ayn1 olan homolog genlere baglandig: takdirde bu bolgeleri de
cogaltarak Mi-1.2 gen ifade Ol¢iimiinde 6nemli oranda sapmalara sebep olabilecektir.
Ayrica kok ur nematodlar: ile yapilan bitki testlemelerinde, nematod izolatinin

virtilensligi, inokiilasyonda kullanilan nematod sayisi, toprak sicakligi ve fidenin yasi
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gibi farkli parametreler genin c¢aligmasini etkileyebilecegi i¢in bunlarin etkisini

azaltmak i¢in testlemede kullanilacak bitki sayilari artirilabilir.

Kullanilan materyale gore gen dizilimlerinde ¢esitli degisiklikler olmasi
beklenen bir durumdur. Bu sebeple veri tabanina yiiklenmis gen dizilimleri {izerinden
dizayn edilen primerler kullanilmig, homolog genler ile net bir ayirim yapabildigi
belirlense dahi kullanilan materyalin gen diziliminde gesitli farkliliklar olabileceginden

dolay1 beklenen ayirimin yapilamayabilecegi de diisiiniilmektedir.

Mi-1.2 geninin ¢ok yiiksek oranda benzerligi olan ¢ok sayida homolog geni
bulunmasi sebebiyle bu gene 0Ozgii yapilacak primer dizayn c¢aligmalarini
zorlagtirmaktadir. Gen ifadesi ¢aligmalarinda kesin bir kaniya varmak i¢in testlenecek
bitkisel materyalin ilgili gen bolgesinin sekansinin bilinmesi ve primerlerin buna gore
dizayn edilerek homolog genlerin olasi etkisi ortadan kaldirabilecektir. Bunun igin
bitkisel materyalin RNAseq analizinin yapilmas: daha giivenileri sonuglara ulasmaya

imkan verebislecektir.
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