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OZET

Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949’nn AVIRULENT ve
Mi-1 VIRULENT POPULASYONLARI ARASINDAKI DNA DiZiLiM
FARKLILIKLARININ YENI NESIL DiZILEME YONTEMIiYLE BELIRLENMESI
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Damisman: Prof. Dr. Ziibeyir DEVRAN
Temmuz 2020; 68 sayfa

Domates, yetistiriciligi yapilan en onemli sebzelerdendir. K&k-ur nematodlari
domates bitkilerine saldirarak verim kaybina neden olurlar. Meloidogyne spp.’ye
dayanikli domates bitkileri, kok-ur nematodlarinin miicadelesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Domatesdeki Mi-1 geni, Meloidogyne incognita, M. arenaria, M.
javanica ve M. luci’ye dayaniklilik saglamaktadir. Fakat, viriilent kok-ur nematod
popiilasyonlart Mi-1 genini asabilmektedir. Mi-1 viriilent kok-ur nematodlari domates
yetistirilen alanlarda biiyiik bir sorundur ve giderek yayginlasmaktadir. Bu nedenle, kok-
ur nematodlartyla bulasik alanlarda viriilent popiilasyonlarin hizli ve dogru bir sekilde
tanimlanmasi gerekir. Laboratuvarda viriilent nematod popiilasyonlarini tanimlamak i¢in
yapilan geleneksel testler 3-6 ay kadar siirebilmektedir. Boylece bu testler gok zaman alir
ve yogun emek gerektirir. Buna karsin viriilenslikle ilgili molekiiler markorler analiz
stiresini  kisaltabilmektedir. Bu nedenle, kok-ur nematodlarinin miicadelesi igin
virtilenslikle ilgili molekiiler markorlerin gelistirilmesi gereklidir.

Bu c¢alismada, ii¢ aviriilent M. incognita ve ti¢ Mi-1 viriilent M. incognita
popiilasyonunun genom analizleri HiSeq X10 Illumina cihazinda 150 bp ¢ift yonlii okuma
teknikleri kullanilarak yapilmistir. Biyoinformatik analizler i¢in ham verilerden adaptor
dizilimleri ile kisa ve diisiik kaliteli okumalar ¢ikarilmistir. Daha sonra biyoinformatik
analizler icin bes yaklasim kullamlmustir. Ilk olarak, sekanslar M. incognita referans
genomuna (GCA_900182535.1) eslestirilmis ve SNP’ler ile INDEL’ler tanimlanmaistir.
Sadece Mi-1 viriilent izolatlarinda toplam 17512 polimorfizm tespit edilmistir. Ikinci
olarak, tiim izolatlarda ortak bulunan 229696 polimorfizm verilerden c¢ikarilmistir.
Ucgiincii olarak kalan farkliliklar okuma derinliklerine (DP>20) gore filtrelenmis ve Mi-1
viriilensligi ile ilgili olabilecek 12122 farklilik tammlanmustir. izolatlarda tespit edilen bu
farkliliklarin 207 genle iliskili olabilecegi gosterilmistir. Dordiincii olarak, N1 izolatinda
“de novo” analizi yapilmistir. Bu izolat referans genom olarak segilmis ve Mi-1 viriilent
ile aviriilent izolatlar arasindaki polimorfizmler arastirilmistir. Bu son yaklagimda elde
edilen sonuglar, M. incognita referans genomu kullanilarak elde edilen verilere gore ilave
bir bilgi saglamadigi goriilmistiir. Besinci yaklasim olarak, aviriilent ve viriilent
izolatlardan elde edilen DNA dizileri, farkli biyoinformatik araglar kullanilarak analiz
edilmis ve viriileslikle iliskili olabilecek 161 adet SNP belirlenmistir.

Bu calisma, Tiirkiye'de yeni nesil sekanslama kullanilarak viriilent ve aviriilent
kok-ur nematodlarin1 tanimlayan ilk g¢aligmadir. Tanimlanan SNP'ler ve INDEL'ler



gelecekteki ¢alismalarda viriilenslige bagli molekiiler markorlerin gelistirilmesi igin
kullanilabilecektir.
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geni, Mi-1 viriilent, Yeni Nesil Dizileme
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ABSTRACT

DETERMINATION OF DIFFERENCES OF DNA SEQUENCING BETWEEN
AVIRULENT AND Mi-1 VIRULENT POPULATIONS OF Meloidogyne incognita
(Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949 BY NEXT GENERATION SEQUENCING
METHODS

ibrahim MISTANOGLU
PhD Thesis in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Ziibeyir DEVRAN
July 2020; 68 pages

Tomato is one of the most important vegetables cultivated. Root-knot nematodes
(RKNSs) attack tomato plants and cause yield losses. The tomato plants which are resistant
to Meloidogyne spp. are commonly used for controlling root-knot nematodes in the
tomato growing areas. The Mi-1 gene in tomato controls resistance to Meloidogyne
incognita, M. arenaria, M. javanica and M. luci. However, virulent root-knot nematode
populations can overcome the Mi-1 gene. Mi-1 virulent RKNs are a major problem in
tomato growing areas and are becoming increasingly common. Therefore, rapid and
accurate identification of virulent RKN populations is needed in fields infested with
RKNs. Traditional tests to identify virulent nematode populations in laboratory take up
to 3-6 months. Therefore, it takes time and requires much labor. Whereas molecular
markers linked virulence, it will be able to shorten the analysis time. For this reason, the
development of molecular markers linked virulence is necessary for management of
RKNs

In this study, the whole genome analyses of three avirulent M. incognita and three
Mi-1 virulent M. incognita populations from Turkey were sequenced using lllumina
HiSeq X10 150 bp paired-end sequencing techniques. The adapter sequences and the
short and low quality readings were removed from raw data for bioinformatical analysis.
Five approaches were then used in bioinformatics analysis. First, the sequences were
mapped to M. incognita reference genome (GCA 900182535.1) and SNPs or INDELs
were identified. A total of 17512 polimorphisms were detected only in Mi-1 virulent
isolates. Second, common 229696 variants identified in all isolates were removed from
data. Third, the remaining differences were then filtered according to the reading depths
(DP>20). As a result, 12122 variants that could be related to Mi-1 virulence were
identified in the virulent populations. Results also showed that these differences obtained
from isolates can correlate with 207 genes. Fourth, “de novo” analyse was performed on
N1 isolate. This isolate was chosen as the reference genome and variants were
investigated. Results showed that this last approach did not provide additional
information according to data obtained using M. incognita reference genome. The fifth
approach, DNA sequencings from avirulent and virulent isolates were analysed using
different bioinformatic tools and 161 SNP that will be associated with virulence were
identified.



This is the first study to identify virulent and avirulent RKNs using next
generation sequencing in Turkey. The identified SNPs and INDELs can be used for
development of molecular markers linked virulence in the future studies.

KEYWORDS: Meloidogyne incognita, Mi-1 gene, Mi-1 virulent, root-knot nematode,
next generation sequencing, tomato
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ONSOZ

Domates, anavatant Orta ve Giiney Amerika olmasina ragmen diinya lizerinde
hemen hemen tiim bolgelerde liretimi yapilabilen en 6nemli sebzelerden birisidir. Kok-ur
nematodlart (Meloidogyne spp.)domates iiretiminde iiriin kayiplarina neden olan 6nemli
zararlilardan biridir. Bu zararlilarla miicadelede dayanikli ¢esitler kullanilmaktadir.
Domateslerde kok-ur nematodlarina dayaniklilik Mi-1 geni tarafindan saglanmaktadir ve
1slah ¢alismalarinda basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Bununla birlikte Mi-1 geni
dayanikliligi, Mi-1 viriilent kok-ur nematod popiilasyonlar tarafindan asilabilmektedir.
Sebze iiretim alanlarinda Mi-1 viriilent popiilasyonlarin hizli ve dogru tanimlanmasi
miicadele i¢in ¢ok Onemlidir. Bu calismada aviriilent ve Mi-1 viriilent Meloidogyne
incognita popiilasyonlarinin yeni nesil dizileme teknikleri kullanilarak genomlariin
dizilenmesi ve popiilasyonlar arasindaki SNP’lerin ve INDEL’lerin belirlenmesi
amaglanmustir.

Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmalar i¢in gerekli olanaklari saglayan, ¢alismam
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KASKAVALCI (Ege Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii)’ya ve Saymn
Do¢. Dr. Fatih DAGLI (Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Bolimii)’ya,

Biyoinformatik ¢aligsmalari kapsaminda bilgi ve deneyimleri ile destek olan Sayin
Prof. Dr. Mahmut TOR (University of Worcester, School of Science and the
Environment, Department of Biology, United Kingdom)’e ve Sayin Dog. Dr. David J.
Studholme (University of Exeter, College of Life and Environmental Sciences, United
Kingdom)’e,

Calismada kullanilan domates gesitlerini veren Multi Tohum Tar. San. Tic. A.S.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

~ : Yaklasik

°C :Santigrad derece

ug : Mikrogram

pum : Mikrometre

dk : Dakika

ml > Mililitre

mM : Milimolar

ng : Nanogarm

sn : Saniye

A : Lambda

ulL : Mikrolitre

uM : Mikromolar

(0 : Phi

Kisaltmalar

1,3-D : 1,3-Dichloropropene
A : Adenine

AFLP : Amplified Fragment Length Polymorphism
AM . Arbuskiiler Mikorhiza
Bp : Base Pair

BWA-MEM : Burrows-Wheeler Alignment tool

C : Cytosine
cDNA : Complementary Deoxyribonucleic Acid
CGH : Comparative Genomic Hybridization
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: Genome Analyser |

: Gigabyte
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: Meloidogyne Aviriilence Protein-1
: Mega Base Pairs
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: Dayaniklilik geni (Mi-1.2)

: Mi Gene Homologs

: Messenger Ribonucleic Acid

: Meloidogyne Virulence Correlated

: Nucleotide-Binding Site
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PCR

PE

Ppi

Q score
gPCR
RAPD
ROS
RT-PCR
SA

SBS
SCAR
SMRT

SNP

TAE
TDF
TRG
tRNA
UNEP
uv

YAC

: Nucleotide Binding Site-Leucine Rich Repeat
: Near-lIsogenic Lines

: Superoxide

: Hydroxyl Molecule
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: Polymerase Chain Reaction

: Paired-End

: Pyrophosphate

: Quality Score

: Quantitative Polymerase Chain Reaction

: Random Amplified Polymorphic Deoxyribonucleic Acid
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: Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction
: Salicylic acid

: Sequencing By Synthesis

: Sequence Characterized Amplified Region

: Single Molecule Real-Time

: Single Nucleotide Polymorphism
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1. GIRIS

Domates (Solanum lycopersicum L.) 3000'den fazla tiirii igeren Solanaceae
familyasina ait en 6nemli sebzelerden biridir (Knapp 2002). Domates ve yabani akrabalari
Giliney Amerika (Ekvador, Sili ve Peru) kokenlidir. Birgok ¢alismada kullanilan yabani
domates cinsleri ise hala Giiney Amerika’nin bat1 kiyilar1 boyunca uzanan And Daglar1
ve Galapagos Adalari’nda bulunabilmektedir (Kimura ve Sinha 2008). Giintimiize kadar
cok ¢esitli fenotipler sergileyen ve yetistiriciligi yapilan domateslerle melezlenebilen 13
yabani domates tiirii tespit edilmistir (Peralta vd. 2005).

16. yy’da Andean bolgesinden Avrupa’ya getirilen domatesin bugiin tiim diinyada
yetistiriciligi yapilabilmektedir (Bergougnoux 2014). Ulkemize yaklasik bir buguk asir
once Cukurova’dan girdigi tahmin edilmekte olup, giinlimiizde hala yogun bir sekilde
tiretilmektedir (Yazgan ve Fidan 1996). 2016 verilerine gore domates diinya genelinde
yaklagik 177.042.359 tonluk tiretime ve 47.827.530 da’lik iiretim alanina sahiptir (FAO
2018). Ulkemiz ise 12.600.000 tonluk domates iiretimiyle Cin, Hindistan ve Amerika’dan
sonra dordiincii sirada; 1.882.700 da’lik {iretim alaniyla da Cin, Hindistan, Nijerya ve
Misir’dan sonra besinci sirada yer almaktadir (FAO 2018).

Onemli bir tarimsal {iriin olan domateste verim kaybimna neden olan fungal,
bakteriyel, viral hastalik etmenleri ile akarlar, bocekler, nematodlar gibi birgok zararli
bulunmaktadir (Jones vd. 1991a, b). Domateste ciddi zararlara yol agan bitki paraziti
nematodlarin en 6nemlilerinden birisi kok-ur nematodlar1 (Meloidogyne spp.)’dir (Bleve-
Zacheo vd. 2007). Bu zararhlar tiim diinyaya yayilmis olan, genis bir konuk¢u dizisine
sahip obligat parazitlerdir (Karssen ve Moens 2006). Kok-ur nematodlarinin tarimsal
tiretimde 6nemli kayiplara neden olduklar1 ve bu kayiplarin domates iiretiminde % 42-
54, patlican iiretiminde ise % 30-60 diizeylerinde oldugu belirtilmektedir (Netscher ve
Sikora 1990). Bir¢ok bitkide meydana getirdikleri ekonomik zarardan dolayi sabit
endoparazit 6zellikteki kok-ur nematodlari bitki paraziti nematodlar igerisinde ilk sirada
yer almaktadir (Jones vd. 2013). Diinya tizerinde ¢ok genis bir yayilim alanina sahip olan
kok-ur nematodlarinin gliniimiizde 98 tiiri tanimlanmigtir (Jones vd. 2013). Bu tiirlerin
en onemlileri ise “major species” olarak bilinen tropikal iklimlerde yayginlik gosteren
Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949, Meloidogyne arenaria
(Neal, 1889) ve Meloidogyne javanica (Treub, 1885) ile 1liman iklimlerde yayginlik
gosteren Meloidogyne hapla (Chitwood, 1949) (Jones vd. 2013)’dir.

Kok-ur nematodlart beslenmeleri esnasinda bitki koklerinin floem ve ksilem
parankima hiicreleri veya kortikal hiicrelerinde dev hiicre “giant cell” olarak adlandirilan
0zel beslenme hiicreleri olusturmaktadirlar (Karssen ve Moens 2006). Beslenmenin
ilerleyen donemlerinde ise nematod etrafindaki kok dokulari, hiperplazi (hyperplasia) ve
hipertrofi (hypertrophy) sonucu genellikle Meloidogyne enfeksiyonlar: ile karakterize
olan urlara doniismektedirler (Karssen ve Moens 2006; Moens vd. 2009). Nematodlarin
beslenmeleri ve koklerde olusturduklart urlanmalar nedeniyle hasar gormiis kok
sisteminden su ve besin maddesi alimi1 azalmakta, bu da bitkilerde solgunluga,
bodurlagsmaya, zayif ve verimsiz gelismeye neden olmaktadir. Ayrica g¢ok fazla
enfeksiyona maruz kalan bitkiler tamamen kuruyabilmektedir (Trudgill ve Blok 2001;
Abad vd. 2003). Kok-ur nematodlar: beslenmeleriyle direkt verdikleri bu zararlarin
yaninda, kokte actiklari yaralardan hastalik etmenlerinin girmesine neden olmakta ve
bitkilerde kompleks hastaliklarin ve dolayisiyla Onemli zararlarin  olusmasini
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saglamaktadir (Atkinson 1892; Chawla vd. 2012). Ayrica kok-ur nematodlar1 bitkilerin
cesitli hastalik etmenlerine kars1 olan dayanikliliklarinin kirilmasina ya da s6z konusu

hastaliklarin bitkilerde daha erken donemlerde 6lmelerine neden olmaktadir (Bowman ve
Bloom 1966; Garber vd. 1979).

Kok-ur nematodlarinin, yagsamlarinin tamamini toprak altinda, biiyiik bir kismini
ise bitki dokusu igerisinde gecirmeleri, bir yetistiricilik doneminde birden fazla dol
verebilmeleri, ¢ok genis bir konuk¢u dizisine sahip olmalari, direk beslenmeleri ya da
cesitli hastalik etmenleriyle birlikte yapmis olduklari zararlarinin ¢ok énemli boyutlara
ulagsmalar1 nedeniyle miicadeleleri de oldukg¢a zordur (Nyczepir ve Thomas 2009). Bu
zararlilarla miicadele kimyasal, kiiltiirel ve biyolojik olarak adlandirilmaktadir (Gheysen
vd. 1996; Nyczepir ve Thomas 2009).

Kimyasal miicadele 6zellikle 20. yiizyilda tarimsal {iretim alanlarinda etkin bir
sekilde kullanilmistir (Johnson 1985). Fakat uygulamadaki zorluklar, ekonomik olmama
ve gevresel bazi nedenlerden dolay1 kullanimi son yillarda azalmaktadir (Rich vd. 2004).
Toprak isleme, tuzak bitki kullanimi, yabanci ot kontrolii gibi yontemler ise kiiltiirel
miicadele igerisinde halihazirda etkin bir sekilde kullanilmaktadir (Bridge 1996;
Halbrendt ve LaMondia 2004). Solarizasyon yalniz veya diger uygulamalar ile kombine
edilerek kullanilmaktadir (D'Addabbo vd. 2009). Biyolojik miicadele ¢evre ve insan
sagligina herhangi bir zarariin olmamasi nedeniyle 6nemlidir (Tian vd. 2007). Bu
miicadele kapsaminda ise cesitli funguslar, bakteriler, baz1 akarlar ve bocek tiirleri
kullanilabilmektedir (Stirling 1991; Viaene vd. 2006). Kok-ur nematodlarn ile
miicadelede kullanilan yontemlerin en Onemlileri dayanikli ¢esit ya da anaglarin
kullanimidir (Tzortzakakis ve Gowen 1996; Xu vd. 2001). Bu yontem ¢evre ve insan
sagligina zararmin olmamasi, herhangi bir uygulama ekipmanma gereksinim
duyulmamasi ve stirdiiriilebilir olmasi gibi bir¢ok avantaja sahiptir (Cook ve Evans 1987,
Boerma ve Hussey 1992; Williamson 1998). Dayanikli gesitler, nematodun tireme
kabiliyetini azaltmakta veya engellemektedirler (Stanton ve Stirling 1997). Kok-ur
nematodlarina kars1 bitkilerde gelistirilen en 6nemli dayaniklilik mekanizmas: ise
beslenme hiicresi ve etrafindaki hiicrelerde gozlemlenen oliimler (nekrozlar) ya da
hipersensitif reaksiyonlardir (Dropkin 1969a; Milligan vd. 1998). Bu reaksiyonlar
nedeniyle nematodlar bitkilerde 6zel beslenme hiicreleri olusturamamakta dolayisiyla ya
Olmekte ya da koklerden ayrilmaktadir (Milligan vd. 1998). Giiniimiize kadar bitkilerde
gozlemlenen en iyi dayaniklilik genlerinden biri ise M. incognita, M. arenaria ve M.
javanica’ya karsi etkin bir sekilde kullanilan ve ilk kez yabani bir domates gesidi olan
Lycopersicon peruvianum’da (P1128657) tespit edilen Mi-1 genidir (Bailey 1941;
Williamson 1998). Yapilan ¢alismalar sonucunda bu genin 7 adet homologunun (MiGHs)
oldugu (Mi-1.1, Mi-1.2, Mi-1.3, Mi-1.4, Mi-1.5, Mi-1.6 ve Mi-1.7) tespit edilmistir (Seah
vd. 2004; Seah vd. 2007a). Bu homolog genler igerisinde ise dayanikliligin Mi-1.2
araciligiyla saglandigi belirlenmistir (Milligan vd. 1998).

Mi-1 geni (Mi-1.2) giiniimiizde ticari domates ¢esitlerinde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Roberts ve Thomason 1986). Yiiksek toprak sicakligi ve kok-ur
nematodlarina ait Mi-1 viriilent popiilasyonlar bu genin kullanimin sinirlandirmaktadir.
Yapilan ¢alismalarda 28°C’nin tizerindeki toprak sicakliklarinda Mi-1 geninin sagladigi
dayamkliigin kirildigi tespit edilmistir (Dropkin 1969b; Ozalp ve Devran 2018).
Nematodun enfeksiyonundan sonraki ilk 24-48 saatlik siiregte dayanikliligin kirildigi
belirlenmistir (Dropkin 1969b; Ozalp ve Devran 2018). Domates iiretiminde Mi-1 geninin
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kullanimini ~ sinirlandiran  viriilent kok-ur nematodu popiilasyonlart  ilk  kez
Kaliforniya’daki pamuk {retim alanlarindan alinan 6 farkli kok-ur nematodu
popiilasyonundan 2’sinin L. peruvianum tiizerinde gelistigi belirlenmistir (Allen 1952).
Sonraki yillarda Girit (Tzortzakakis ve Goven 1996), Fas (Eddaoudi vd. 1997), ispanya
(Ornat vd. 2001), Tiirkiye (Devran ve Sogiit 2010; Uysal ve Sogiit 2016a) ve Israil
(Iberkleid vd. 2014)’de Mi-1 viriilent kok-ur nematodu popiilasyonlarin bulunduklart
tespit edilmistir. Dayanikli ¢esitlerin kullanildig alanlarda 6nemli sorunlara neden olan
bu popiilasyonlar, arazi kosullarinda dogal olarak goriilebilecegi gibi, ayni iiretim
bolgesinde siirekli olarak dayanikli bitkilerin kullanimiyla da olusabilmektedir (Jarquin-
Barberena vd. 1991; Roberts 1995; Xu vd. 2001). Tarimsal iiretim yapilan alanlarda var
olan ya da farkli nedenlerden dolayr olusan bu popiilasyonlarin erken doénemde
belirlenmesi iiretimin planlanmasi ve siirdiiriilebilirligi i¢in onemlidir. Giiniimiizde
viriilent kok-ur nematodlarinin belirlenebilmesi i¢in bitki testlemeleri yapilmaktadir. Bu
calismalar ise yaklasik 2-6 ay siirmekte, zaman almakta ve fazla is giicii gerektirmektedir
(Castagnone-Sereno vd. 1993; Semblat vd. 2000). Oysaki viriilent popiilasyonlarin
molekiiler olarak belirlenebilmesi, hem analiz siiresinin kisaltilmasini saglayacak, hemde
bu zararlilarla miicadelenin daha etkin bir sekilde yapilmasina imkan sunabilecektir. Bu
nedenle viriilenslikle ilgili molekiiler markdorlerin gelistirilmesi miicadele i¢in gereklidir.
Bu konuyla ilgili sinirli sayida ¢aligma yapilmistir. Ayrica bu ¢alismalarda elde edilen
markorlerin farkli bolgelere ait Mi-1 viriilent popiilasyonlarda beklenilen sonuglari
vermedigi de tespit edilmistir (Semblat vd. 2000; Xu vd. 2001; Cortada vd. 2011,
Mistanoglu vd. 2020). Su ana kadar, yeni nesil dizileme teknikleri kullanilarak Mi-1
virtilent ve aviriilent kok-ur nematod popiilasyonlarinin tiim genom dizilimlerinin (Whole
Genome Sequence) karsilastirildigr sinirh sayida (Castagnone-Sereno vd. 2019) ¢alisma
bulunmaktadir.

Bu ¢alismada a) Mi-1 viriilent kok-ur nematod popiilasyonlarint molekiiler olarak
belirleyebilmek i¢in yeni nesil dizileme teknikleri [Illumina HiSeq X 10 ve ¢ift yonli
okuma (PE 2X150 bp) (Illumina Inc., ABD)] kullanilarak M. incognita’nin 2 adet dogal
Mi-1 virtilent, 1 adet se¢ilmis Mi-1 viriilent ve 3 adet Mi-1 aviriilent popiilasyonlarinin
tam genom dizilimleri yapilmis; b) Dizilimlerin karsilastirilarak viriilent ve aviriilent M.
incognita popiilasyonlar1 arasindaki SNP’ler ve INDEL’ler (Single Nucleotide
Polymorphism) belirlenmis; ¢) SNP’lerin ve INDEL’lerin viriilenslikle iliskisi
arastirilmastir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Kok-ur Nematodlariin Sistematikteki Yeri ve Biyolojisi

Kok-ur nematodlarinin zararina iligkin ilk resimli kayit, 19. yiizyilin ortalarinda,
Miles Joseph Berkeley (1855)’in serada yetistirdigi salatalik koklerinde tespit ettigi
galleri nematodlara atfettigi rapor olarak bilinmektedir. Kok-ur nematodlarmin ilk
tanimlanmasi1 ise Cornu (1879) tarafindan Anguillula marioni Cornu, 1897 olarak
yapilmistir. Bu ¢alisma Fransa, Loire vadisinde korunga (Onobrychis sativus Lam.)'da
tespit edilen kok urlarindaki nematodlara dayanmaktadir. Kok-ur nematodlar: cins
diizeyinde, uzun siire boyunca kist nematodlariyla karistirilmistir. Oyle ki 1884 ile 1932
arasinda kok-ur nematodlari genellikle Heterodera radicicola (Greeft, 1872) Miiller 1884
olarak adlandirilmigtir (Miiller 1884). Fakat Go6ldi (1887; 1892) tarafindan Brezilya'daki
kahve bitkilerinde tespit edilen kok-ur nematodlar1 kisaca tarif edilmis ve resmedilmistir.
Ancak bu zararli yeni bir cins ve tiir olarak (Meloidogyne exigua Goldi,1887)
tanimlanmistir. Kok-ur nematodlart igin 1932-1949 yillar1 arasinda ise Heterodera
marioni (Cornu, 1879) Marcinowski, 1909 ismi yaygin olarak kullanilmistir (Chitwood
1949). Daha sonralari Chitwood (1949) tarafindan yapilan c¢alisma ile kok-ur
nematodlarinin Meloidogyne cinsi i¢erisinde tanimlanmasi konusunda ilk ana diizenleme
yapilmistir. Ayrica bu calisma ile kok-ur ve kist nematodlar1 arasindaki farkliliklar
belirlenmis ve anal kesit (perineal patern)’ler kok-ur nematodlarinin tanimlanmalarinda
kullanilmaya baglanmustir.

Yunanca’da melon = elma, meyva; eidos = sekil, benzeme ve gyne = disi
kelimelerinden tiiremis olan Meloidogyne cinsinin (Karssen ve Moens 2006; Moens vd.
2009) sistematikteki yeri Hunt (1993) ve Siddiqi (2000)’a gore asagidaki gibidir:

Alem : Animalia Linnaeus, 1758

Sube : Nematoda Rudolphi, 1808 (Lankester, 1877)
Sinif : Secernentea Von Linstow, 1905

Alt Siif : Tylenchia Inglis, 1983

Takim : Tylenchida Thorne, 1949

Familya : Meloidogynidae  Skarbilovich, 1959

Cins : Meloidogyne Goeldi, 1887

Kok-ur nematodlar1, diinya capinda yayginlik gosterebilen ve yiiksek yapili
bitkilerin neredeyse tamaminda beslenebilen obligat (zorunlu) bitki parazitleridirler
(Karssen ve Moens 2006; Moens vd. 2009; Jones vd. 2013). Giiniimiize kadar yaklasik
98 kok-ur nematod tiiri tanimlanmistir (Jones vd. 2013). Bu tiirlerden M. incognita, M.
arenaria ve M. javanica tropik bolgelerde, Meloidogyne hapla Chitwood, 1949,
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Meloidogyne fallax Karssen, 1996 ve Meloidogyne chitwoodi Golden, O'Bannon, Santo
& Finley, 1980°nin ise 1liman bolgelerde yaygin tiirler oldugu bildirilmistir (Netscher ve
Sikora 1990; Eisenback ve Triantaphyllou 1991; Adam vd. 2007).

Ko&k-ur nematodlart embriyonik (yumurta) doneminden sonra 4 larva dénemi ve
ergin donem gecirirler. Bu zararlilarin ergin disileri yumurtalarin1 vulva ¢evresinde
olusturduklart jelatinimsel bir salgi igerisine birakirlar (Siddiqi 2000). Yumurtalarin
igerisine birakildigi ve bir kese halini alan bu yapinin bir kismi koke gomiilii sekilde
bulunmaktadir. Yumurtalarin birakildigi bu yap1 yumurta kiimesi olarak adlandirilmakta
ve ortalama 500-2000 adet yumurta i¢erebilmektedir (Bleve-Zacheo vd. 2007).

Meloidogyne tiirlerinin erkekleri ile koke girmemis ve yumurtalarindan ¢ikmig
olan ikinci donem larvalar1 toprakta serbest halde bulunurlar. ikinci, ii¢iincii ve dérdiincii
larva donemleri ile ergin disi bireyleri bitkilerin kokleri igerisinde sabit ve endoparazit
olarak yasarlar. Kok-ur nematodlari, 26-27°C toprak sicakliginda, bir neslini yaklasik 28
ginde tamamlamaktadir (Bleve-Zacheo vd. 2007). Bu siire; topragin yapisina,
sicakligina, nemine ve konukcu bitki tiirline gore degiskenlik gostermektedir. Disi
bireyler, yumurtalarin1 biraktiktan sonra larvalar yumurta icerisinde embriyo gelisimine
devam eder ve ikinci larva donemine kadar yumurta igerisinde kalir. Yumurta igindeki
ikinci donem larva, uygun ortam kosullarinin saglanmasiyla yumurtadan ¢ikar ve topraga
gecer. Konukgusu tarafindan kok salgilari vasitastyla uyarilan larva konukgusunu bulur
ve kok biiylime noktasinin hemen gerisinden doku igerisine giris yapar. Koke giren ikinci
donem larva beslenmesi i¢in uygun bolgeyi bulduktan sonra kendisini oraya sabitler
(Wyss vd. 1992). Bitki kokii i¢inde iigiincii ve dordiincii larva donemlerini tamamlayan
nematod viicudunda sekilsel olarak farkliliklar gozlemlenir ve dordiincii larva
doneminden sonra ise erkek ve disi bireyler birbirlerinden ayirt edilebilmektedir
(Eisenback ve Triantaphyllou 1991). Disinin boyunda kisalma ve viicudunda sisme
gbzlemlenir. Bunun sonucunda ise ergin digi birey armut veya limon seklini alir ve
yumurta biraktiktan sonra ise oliir. Erkek bireyler ise iplik formunda ve toprakta serbest
olarak yasarlar (Eisenback ve Triantaphyllou 1991).

Eseyli lireyen kok-ur nematod tiirlerinde erkek ve disi bireylerin bulunma oranlari
1:1°dir. Eseysiz lireyen tiirlerde ise bu oranda degiskenlikler gdzlemlenebilmektedir.
(Karssen ve Moens 2006). Meloidogyne cinsine ait tiirlerde, iireme tipi eseyli ve eseysiz
olmak iizere iki farkli sekilde gozlemlenmektedir. Bu {ireme tipleri tiirlere gore
degiskenlik gostermektedir. Bazi kok-ur nematod tiirleri incelendiginde; M. incognita, M.
arenaria, M. javanica ve Meloidogyne ethiopica Whitehead, 1968 zorunlu eseysiz tireme
(apomixis), M. chitwoodi zorunlu olmayan eseysiz tireme (automixis), M. hapla irklarmin
bazilar1 zorunlu olmayan bazilar1 ise zorunlu eseysiz tireme ve Meloidogyne kikuyensis
De Grisse, 1961 gibi tiirlerde eseyli lireme gozlenmektedir (amphimixis) (Karssen ve
Moens 2006).

2.2. Kok-ur Nematodlarimin Beslenmesi

Kok-ur nematodlari, yasamlarimi siirdiirebilmeleri i¢in canli bitki dokularina
ihtiya¢ duymaktadir. Genellikle bitki kdk ucunun hemen ardindan bitkilere ilk giris
gerceklesmektedir. Bitki dokusunun parcalanmasi ve besinin aliminda sitilet (stylet:
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sokucu-emici igne) adi verilen organ kullanilmaktadir. Bu yapu, ileri geri hareket edebilir
ozellikte ve dar bir liimenle 6zofagusa (oesophagus) baglanmaktadir (Bilgrami ve
Gaugler 2004). Bitki hiicre duvaria oncelikle sitilet vasitasiyla fiziksel olarak zarar
verilmekte, ardindan seliilitik ve pektolitik enzimler vasitasiyla da hiicre duvarmin yapisi
yikima ugratilmaktadir (Jaubert vd. 2002; Abad vd. 2003). Fiziksel ve kimyasal yollarla
hiicre duvarmin yapisint bozan ve bu yolla bitki igerisine giris yapan nematodlar daha
sonra kortekse ve buradan da kokiin biiyiime noktasina dogru hareket etmektedir.
Ardindan iletim sistemine giris yaparak kok boyunca hiicreler arasinda ilerlemekte ve
beslenme bolgesini belirlediginde kendini sabitlemektedir (Wyss vd. 1992).

Sitilet, bitki paraziti nematodlarin trettigi salgilari konukgularina iletimde gorev
yapmaktadir. Bu salgilardan 6zofagusta iiretilenler bir dorsal ve iki subventral bez
tarafindan olusturulmaktadir. Bu salgilardan subventral bezler tarafindan {iretilenler
nematodun daha ¢ok hareketli doneminde, dorsal bezlerinden iiretilenler ise daha ¢ok
beslenme yerine sabitlendikten sonra tiretilmektedir (Hussey ve Mims 1990; Abad vd.
2003). Beslenme esnasinda nematod sitileti ve 6zofagal salgilar1 vasitasi ile hiicre
duvarint delmekte ve plazma membraninin iizerinde bir ¢okiintiiye neden olmaktadir.
Besin maddelerini alabilmek i¢in ayrica sitilet ucunda bir beslenme tiipi
olusturulmaktadir. Bu tiip, nematodun beslenme hiicresine sitiletini her sokusunda
olusmaktadir (Hussey ve Mims 1991). Beslenme tiipii, hiicrelerden besinlerin segilmesi
ve almmminda gorev yapmaktadir. Yapilan detayli ¢aligmalar, bu tiipiin beslenme
esnasinda molekiiler bir elek gibi gorev yaptigin1 gostermistir (Bockenhoff ve Grundler
1994). Kendisini bitki dokusuna sabitleyen her nematod 5 ila 7 beslenme hiicresi
olusturmaktadir (Williamson ve Hussey 1996). Nematodun beslenmeye basladigi bu
hiicrelerde metabolik aktivite artmakta, sitoplazma yogunlagsmakta, merkezi koful
kaybolup cok sayida kiiclik koful olugmaktadir. Ayrica bu hiicreler iyi gelismis golgi
aygitt ve endoplazmik retikulumun yaninda ¢ok sayida mitokondri, plastid ve
ribozomlara sahiptir (Jones ve Payne 1978; Karssen ve Moens 2006). Bu hiicrelerde
sitoplazma boliinmesi (cytokinesis) olmadan c¢ekirdek bdoliinmesi (karyokinesis)
gerceklesmektedir. Bu nedenle so6z konusu hiicrelerde 100’den daha fazla cekirdek,
normal hiicrelere gore 14-16 kat daha fazla DNA go6zlemlenebilmekte ve bu hiicreler
normal hiicrelerden yaklasik 400 kat daha biiylik olabilmektedir (Williamson ve Hussey
1996; Abad vd. 2003). Kok-ur nematodlar1 tarafindan konuk¢u hiicrede beslenme
amaciyla 6zellestirilmis olan bu ¢ok ¢ekirdekli beslenme hiicreleri dev hiicre “giant cell”
olarak adlandirilmaktadir (Williamson ve Hussey 1996; Bleve-Zacheo ve Mellilo 1997;
Williamson ve Gleason 2003; Karssen ve Moens 2006). Bu hiicreler biiyiik oranda floem
ve ksilem parankima hiicrelerinden veya kortikal hiicrelerden olusmaktadir. Dev
hiicrelerin olusturulmas: ile nematod etrafindaki kok dokulari, hiicre sayilarindaki
(hyperplasia) ve hiicre hacimlerindeki (hypertrophy) artis sebebiyle genellikle
Meloidogyne enfeksiyonlar ile karakterize olan kok urlarina doniisiirler (Karssen ve
Moens 2006; Moens vd. 2009). Koklerde gézlemlenen bu urlanma Meloidogyne cinsine
ait tiirlere ve konukcuya gore oldukca degiskenlik gostermektedir (Moens vd. 2009).
Zarar gormiis kok sistemi nedeniyle bitkilerde su ve besin maddesi alimi azalir, bu da
bitkilerde solgunluga, bodurlasmaya, zayif ve verimsiz gelismeye neden olmaktadir.
Ayrica ¢ok bulasik bitkiler tamamen kuruyabilmektedir (Trudgill ve Blok 2001; Abad vd.
2003).
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2.3. Sebze Alanlarinda Tespit Edilen Kok-ur Nematodlari

Kok-ur nematodlar: iizerine 1980’11 yillardan sonra ¢alismalar yogunlasmistir.
Burada ise 2000°1i yillardan sonraki ¢alismalar kisaca 6zetlenmistir.

Diinya genelinde gilinlimiize kadar yaklastk 98 kok-ur nematodu tiirii
belirlenmistir (Jones vd. 2013). Sebze iiretim alanlarinda M. incognita, M. arenaria, M.
javanica ve M. hapla tiirlerinin yaygin olarak bulundugu bildirilmistir (Moens vd. 2009).

Dautova ve Gommers (2000), Makedonya’da yaptiklar1 c¢alismada, 9 farkh
bolgeden (agik alan ve seralardan) 73 kok-ur nematodu popiilasyonu toplamislardir. Elde
ettikleri bu 6rneklerde yapmis olduklari tanimlama ¢aligmalar1 sonucunda % 47.9’unun
M. incognita, % 35.6’sinin M. javanica, % 13.7’sinin M. arenaria ve % 2.7’sinin M.
hapla oldugunu ve biitiin bolgelerde tiirlerin karisik popiilasyon halinde bulundugunu
bildirmislerdir.

Sogiit ve Elekgioglu (2000) tarafindan Akdeniz Bélgesi’ndeki Adana, Hatay, igel
ve Antalya illeri sebze alanlarinda bulunan kok-ur nematodlarinin irklarini belirlemek
icin yapilan ¢alismada toplanan 6rneklerin % 55’inin M. javanica, % 42’sinin M.
incognita ve % 3’iniin de M. hapla tiirlerinden olustugu bildirilmistir. Irk tespiti
calismalarinda ise M. incognita irk 2 ve 4 ve M. javanica irk 1 olmak tizere sadece 3 adet
kok-ur nematodu 1rki tespit etmislerdir.

Mennan ve Ecevit (2001), Bafra ve Carsamba ovalarinda yapilan ¢alismalarda en
yaygin tiiriin M. incognita oldugunu ve arastirmaya konu olan alanlarda bu tiire ait sadece
1rk-2"nin tespit edildigini belirtmislerdir.

Kepenekei vd. (2002), Eskisehir, Isparta, Burdur ve Antalya illerindeki ortiialti
sebze iiretim alanlarinda sorun olan kok-ur nematodlarinin belirlenmesi amaciyla yapilan
calismada M. incognita, M. hapla, M. javanica’nin yani sira, M. exigua’y1 da Tiirkiye’de
ilk kez bu calismada tespit etmislerdir.

Castillo ve Jimenez (2003), Giiney Ispanya [Encinarejo (Cérdoba)]’da 1spanak
tretim alanlarinda yaptiklar1 sorveylerde aldiklar1 6rneklerde morfolojik, biyokimyasal
ve Kuzey Karolina Konukgu Testi kullanilarak tanimlama calismalar1 yapmislardir. Bu
calismalar sonucunda alinan toprak oOrneklerinin tamamiin M. incognita ile bulasik
oldugunu belirlemislerdir.

Kepenek¢i ve Evlice (2003), Antalya, Burdur, Isparta ve Eskisehir illerindeki
domates, biber ve sera alanlarinda yaptiklar1 calismada, biber, domates ve bdriilce
(Dolichos lubia Fornk.) kdklerinde M. incognita’y: tespit etmisler ve D. lubia’nin
Tiirkiye’deki bu nematod tiirii i¢in yeni bir konuk¢u oldugunu bildirmislerdir.

Hallmann vd (2007), Almanya’da organik tarim yapilan tahil ve sebze {liretim
alanlarinda gerceklestirilen sorvey ¢alismasi sonucunda s6z konusu alanlarin % 51’inin
kok-ur nematodlariyla bulasik oldugu tespit edilmistir.

Devran ve Sogiit (2009), kok-ur nematodlarinin Bati Akdeniz Bolgesi’ndeki
yayginliklarii tespit etmek amaciyla yaptiklari ¢calismada topladiklar1 95 popiilasyonu
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tiire 6zgii primerler kullarak teshis etmisler ve bu bdlgede M. incognita’nin % 64.2, M.
javanica’nin % 28.4, M. arenaria’nin % 7.3 oraninda yayginlik gosterdigini
belirlemislerdir.

Ercan ve Elekcioglu (2009), Adana ve Mersin’de tarimsal {iretim yapilan
alanlardan toplanan ve 17 yabanci ot tiiriinden yapilan 6rneklemede, M. javanica (24), M.
incognita (22) ve M. arenaria (4) tiirleri tespit edilmistir.

Devran ve Sogiit (2011), Tiirkiye’nin Bati Akdeniz Bolgesi’nde ortii alt1 sebze
tiretim alanlarindan toplanan 95 Ornekle yapilan c¢alismada, oncelikle elde edilen
orneklerin 60’1min M. incognita, 28’inin M. javanica ve 7’sinin M. arenaria tiirlerine ait
oldugu tespit edilmigstir. Bu tiirlerin 1rklarinin belirlenmesi amaciyla Kuzey Karolina
Konukg¢u Testi kullanilmistir. Buna gore alinan 6rneklerde M. javanica’nin irk 1’1, M.
incognita’nin 1rk 2 ve 6’s1 ve M. arenaria’nin irk 2 ve 3’ belirlenmistir.

Ozarslandan ve Elekgioglu (2010), Tiirkiye nin 28 farkl ilinden toplanan 79 kok-
ur nematodu popiilasyonunu morfolojik ve molekiiler yontemler kullanarak teshis
etmislerdir. Elde edilen popiilasyonlarin M. javanica (28), M. incognita (22), M. arenaria
(21) ve M. chitwoodi (8) tiirleri oldugu, bunlarin bulunma oranlarinin da sirastyla % 35,
% 28, % 27 ve % 10 oldugu bildirilmistir.

Akyazi ve Ecevit (2011), Tokat ili Niksar ve Erbaga ilgeleri sebze liretim
bolgelerinde yaptiklart g¢alisma sonucunda M. incognita’nin 1k 1 ve 1wk 2’sini
belirlemiglerdir.

Akyazi vd. (2012), Karadeniz Bolgesi’ndeki Samsun ve Ordu’da pepino (Solanum
muricatum Aiton) yetistirilen alanlardan elde edilen nematodlarda morfolojik,
biyokimyasal ve molekiiler yontemler kullanarak yaptiklar1 sorvey calismasinda,
Tiirkiye’de ilk defa bu bitki i¢cin Samsun’da M. arenaria’yi, Ordu’da ise M. hapla’yi
tespit etmislerdir.

Talavera vd (2012), Kok-ur nematodlarinin sebze iiretimi tizerindeki etkisinin
belirlenebilmesi amaciyla Ispanya'nin giiney-dogusunda 120 iiretici ile yapilan sorvey
calismasi sonucunda tarlalarin % 17.7'sinin kdk-ur nematodlariyla bulasik oldugu ve bu
zararlilar nedeniyle sebze iiretim alanlarinda olusan zararin yaklasik % 30.8 oldugu
belirlenmistir. Ayrica s6z konusu alanlardan alinan toprak ve bitki 6rneklerinde yapilan
tanimlama g¢alismalari sonucunda ise en yaygin tiirlerin sirasiyla M. javanica, M.
incognita ve M. arenaria oldugu tespit edilmistir.

Aydmli vd. (2013), 2009 yilinda Samsun’da yaptiklar1 sdrvey ¢alismasinda, kok-
ur nematodu ile bulasik domates ve hiyar iiretim seralarindan aldiklar1 orneklerde,
Tiirkiye i¢in yeni bir tiir olan M. ethiopica’y1 belirlemislerdir.

Aydinlt (2014), Orta Karadeniz Bolgesi’nde kok-ur nematodlarinin yayilis ve
bulasiklik oranlarinin belirlenmesi amaciyla yapilan sorveyler sonucunda, elde edilen
kok-ur nematodlarinin tiirlerini  belirleyebilmek amaciyla yapilan morfolojik,
biyokimyasal ve molekiiler yontemlerden elde edilen sonuglar birlikte degerlendirilerek
yapilan teshis calismasinda, popiilasyonlarin sirasiyla 38’i M. arenaria (% 42.22), 37’si
M. ethiopica (% 41.11), 11’1 M. javanica (% 12.22) ve 4’ii M. incognita (% 4.44) olarak
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belirlenmistir.

Ghule vd (2014), Hindistan genelinde 14 farkli kok-ur nematodu tiirlinlin
belirlendigi, bunlardan en yaygin olanlarin ise M. incognita, M. javanica, Meloidogyne
graminicola Golden & Birchfield 1965 ve M. arenaria oldugunu belirtmislerdir.

Cetintas ve Cakmak (2016), Kahramanmaras’ta sebze liretim alanlarinda yapilan
sorvey calismasinda elde edilen popiilasyonlarin teshisinde morfolojik ve biyokimyasal
yontemler sonucu Meloidogyne incognita tiiri tespit edilmis ve tretim alanlarinin
yaklasik %24 {inlin bu nematod ile bulasik oldugu belirlenmistir.

Uysal ve Sogiit (2016b), Goller Bolgesi’nde sebze liretimi yapilan alanlarda
yiriitilen ¢aligmalar sonucunda elde edilen kok-ur nematodu tiirleri morfolojik,
molekiiler ve Kuzey Karolina Konuk¢u Testi yontemleri kullanilarak karakterize edilmis
ve yayilislart belirlenmistir. Toplanan 160 6rnegin % 51.8’nin kok-ur nematodlar ile
bulasik oldugu belirlenmistir. Tiirlerin yayginlik oranlarinim ise % 36.7 M. incognita,
% 32.3 M. hapla, % 26.5 M. javanica ve %1.5 M. arenaria olarak tespit edilmis, iki
popiilasyon ise tanimlanamamistir. Ayrica, konukgu testine gore, M. javanica’nin ik 1
ve 1rk 3’1, M. incognita’nin ise ik 2, irk 4 ve 1rk 6’s1 belirlenmistir. Tirkiye’de ilk kez
M. javanica irk 3 bu ¢alisma ile rapor edilmistir.

Devran vd. (2017), Tirkiye’nin en Onemli sebze iiretim merkezlerinden
Antalya’nin Kumluca il¢esinde Ortiialt1 iiretim alanlarinda yaptiklar1 ¢alismada toplamda
300 adet kok ve 300 adet toprak 6rneginden elde edilen nematodlarin molekiiler analizi
sonucu, M. incognita, M. arenaria ve M. javanica ile yogun bir sekilde bulasik olduklari
ve bu tiirlerin {iretim alanlarinda karisik bir sekilde bulunduklari belirlenmistir.

Geri¢ Stare vd. (2017), diger Avrupa lilkelerinde ve Tirkiye’de M. ethiopica
olarak tanimlanan popiilasyonlarin Meloidogyne luci Carneiro, Correa, Almeida, Gomes,
Deimi, Castagnone-Sereno & Karssen, 2014 olarak yeniden adlandirildigin
bildirmiglerdir.

Aydimli (2018), Samsun ili sebze liretim alanlarinda yaptiklar1 ¢calismada alinan
50 6rnegin % 20’sinde kok-ur nematodlari tespit edilmistir. En yaygin tiirler ise bulunma
sikliklaria goére, Meloidogyne luci, M. arenaria ve M. incognita olarak siralanmustir.
Ayrica Tirkiye’de agik sebze tiretim alanlarda M. luci’nin varligi ilk defa bu ¢alisma ile
belirlenmistir.

Giirkan vd. (2019), Gaziantep ve Osmaniye illerinde sebze iiretim alanlarinda
2016 ve 2017 yillarinda 177 kok 6rneginde yapilan ¢alismalar sonucunda 69 6rnegin kok-
ur nematodlart ile bulasik oldugu tespit edilmistir. Meloidogyne tiirlerinin biyokimyasal
esteraz izoenzim fenotipleri ve morfolojik perineal pattern teshis yontemleri kullanilarak
teshisleri yapilmistir. Ayrica Kuzey Karolina Konukgu Testi yardimi ile 20 popiilasyonun
k1 belirlenmistir. Bu ¢alismalara gore bolgenin M. incognita, M. arenaria, M. javanica,
ve M. luci tiirleri ile bulasik oldugu belirlenmistir. Calisma kapsaminda Osmaniye ilinde
tespit edilen M. luci tiirii Dogu Akdeniz Bolgesi igin bir ilktir. Ayrica yapilan irk tespiti
calismalar1 sonucunda da bolgede M. incognita irk 1, irk 2, irk 3, M. javanica itk 3, M.
arenaria irk 1 ve irk 3 tespit edilmistir.



KAYNAK TARAMASI I. MISTANOGLU

2.4. Kok-ur Nematodlariyla Miicadele

Kok ur nematodlari, yasamlarinin tamamin toprak altinda, biiyiik bir kismini ise
bitki dokusu igerisinde gec¢irmeleri, bir yetistiricilik doneminde birden fazla dol
verebilmeleri, ¢ok genis bir konuk¢u dizisine sahip olmalari, dogrudan beslenmeleri ya
da cesitli hastalik etmenleriyle birlikte yapmis olduklari zararlarin ¢ok énemli boyutlara
ulagmalar1 nedeniyle ile miicadele olduk¢a zordur (Nyczepir ve Thomas 2009). Bu
zararlilarla miicadele yontemleri temelde kimyasal, kiiltiirel ve biyolojik olmak {izere ii¢
gruba ayrilmaktadir (Gheysen vd. 1996; Nyczepir ve Thomas 2009).

Kimyasallarin ticari olarak kullanimi 1900’li yillarda baslamis ve 20. yiizyilin
biiyiik bir boliimiinde bitki paraziti nematodlarin sorun oldugu tarimsal alanlarda etkin
bir sekilde kullanilmistir (Johnson 1985). Bu miicadele yonteminde kullanilan
kimyasallar; fumigantlar [EDB (1,2-dibromoethane ya da ethylene dibromide); D-D
mixture (1,3-dichloropropene ve 1,2-dichloropropane); 1,3-dichloropropene (1,3-D);
DBCP (1,2-dibromo-3-chloropropane)], fumigant olmayanlar [Organik fosforlular
(Organophosphates), Karbamatlar (Carbamates) vb.] ve diger nematisitler ya da biyotik
kaynaklardan elde edilenler (Avicta®, DiTera® vb.) olarak smiflandirilabilmektedir
(Rich vd. 2004; Nyczepir ve Thomas 2009).

Bitki paraziti nematodlarla miicadelede ¢ok biiyiik avantajlar saglamasina ragmen
uygulamadaki zorluklar, ekonomik olmama, kullanilan bazi genis spektrumlu ilaglarin
insan ve gevre sagligina olan zararlari nedeni ile son yillarda nematodlarla miicadelede
kimyasal kullanimi azalmaktadir (Rich vd. 2004). Nematodlarla miicadelede ¢ok etkin
bir sekilde kullanilan metil bromid (methyl bromide)’in nematisidal etkileri ilk kez 1940
yilinda tespit edilmistir (Christie ve Cobb 1940). Fakat sonraki yillarda yapilan
caligmalarda metil bromid gibi fumigantlarin insan sagligina, ¢cevreye ve ozellikle ozon
tabakasina biiyiik zararlar verdigi belirlenmistir (Arikan 1991; UNEP 1995; Barry vd.
2012). Bu nedenle Birlesmis Milletler Montreal protokoliine gore metil bromid gelismis
ilkelerde 2005, gelismekte olan iilkelerde ise 2015 yilinda kullanimi sonlandirilmistir
(UNEP 1995). Ulkemizde ise Metil bromidin tasima oncesi ve karantina amach
uygulamalar disinda 2004 yilinda tiitlin ve depolanmis {iriinlerde, 2007 yilinda ise
toprakta kullanimi tamamen sonlandirilmistir (Anonim 2020). Bu da nematodlarla
miicadelede kullanilan kimyasallarda alternatif arayislarini arttirmastir.

Kimyasal miicadelede gozlemlenen bu olumsuzluklar nedeniyle kok-ur
nematodlariyla miicadelede kiiltiirel 6nlemler hem bulasmamis arazileri korumak, hem
de bulagsmis arazilerde nematod popiilasyon seviyelerini etkili bir sekilde azaltabilmek
icin olduk¢a 6nemlidir (Halbrendt ve LaMondia 2004). Sanitasyon yontemleri (bitkisel
iiretim materyallerinin denetlenmesi ve sertifikalandirilmasi, tarimsal karantina
onlemleri, toprak isleme aletlerinin temizligi), solarizasyon, dikim tarihi, toprak isleme,
nadasa birakma, antagonistik ve tuzak bitki kullanimi [Tagetes spp., susam, kuskonmaz,
hardal, neem bitkisi (Azadirachta indica)], su altinda birakma, bitki artiklarmnin
temizlenmesi ve yabanci ot kontrolii kiiltiirel onlemler arasinda gosterilebilmektedir
(Bridge 1996; Halbrendt ve LaMondia 2004; Thomas vd. 2005; Bacha vd. 2007).

Biyolojik miicadele ¢evre ve insan sagligina herhangi bir zararimin olmamasi,

giivenli ve etkili olmas1 nedeniyle 6nemlidir (Tian vd. 2007). Bitki paraziti nematodlarin
dogada bir¢ok dogal diismani saptanmistir. Bunlar icinde en etkili olanlar1 sirasiyla
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funguslar [Nematofag funguslar (Arthrobotrys dactyloides Drechsler, 1937, Dactylella
candida (Nees) de Hoog & van Oorschot, 1985, Monacrosporium cionopagum
(Drechsler) Subram, 1964, Arthrobotrys oligospora Fresen, 1850, Hirsutella rhossiliensis
Minter & Brady, 1980, Drechmeria coniospora (Drechsler) Gams & Jansson, 1985,
Nematoctonus spp. Verticillium balanoides (Drechsler) Zare & Gams, 2001, Catenaria
anguillulae Sorokin, 1876, Nematophthora gynophila Kerry & Crump, Cylindrocarpon
destructans (Zinssmeister) Scholten, 1964, Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare &
Gams, 2001 (sinonimi Verticillium chlamydosporium) ve Paecilomyces lilacinus
(Thom.)) olarak siralanabilmektedir. Endofitik funguslar ise bitki dokusu igerisinde
bitkiye zarar vermeden gelisen organizmalardir. En iyi bilinenleri ise obligat simbiyotik
Ozellikte olan Arbuskiiler mikorhizal (AM) funguslardir. Bu funguslar bitkileri nematod
zararindan koruyabilmekte ve nematod popiilasyon yogunlugunu azaltabilmektedir. En
iyi bilinenleri ise (Neotyphodium spp.)’dir.], bakteriler (Pasteuria penetrans (Thorne,
1940) Sayre & Starr, 1986) ve predatorler (nematodlar, akarlar, bocekler ve tardigrade’ler
gibi omurgasizlar)’dir (Stirling 1991; Viaene vd. 2006). Fakat predatdrler igerisinde
siralanan akarlar ve bocekler bitki paraziti nematodlara 6zellesmis degillerdir. Kitle
tretimleri ve topraga bulastirilmalar1 da pratik ve uygulanabilir degildir (Viaene vd.
2006). Ayrica bazi rizosfer bakterileri gibi (Pseudomonas spp., Agrobacterium
radiobacter, Bacillus subtilis) besinler igin yarisan, toksinler iireten veya konukcu
direncini indiikleyen organizmalar, nematod zararin1 azaltabilmektedir. Fakat toprak
ckosistemindeki baskilayict kosullar nedeniyle bu etmenlerle de nematod
popiilasyonlarinin uzun siireli kontrolii saglanamamaktadir (Viaene vd. 2006).

Dayanikli ¢esit ya da anaclar, kok-ur nematodlari ile miicadelede kullanilmaktadir
(Tzortzakakis ve Gowen 1996; Xu vd. 2001). Bu yontem miicadelede nematodlarin
tiremelerinin baskilanmasi, bitki rotasyon siirelerinin azaltilmasi, ¢evre ve besin
zincirinde toksik kalint1 riskinin azaltilmasi, 6zel uygulama teknolojisi veya ekipman
gereksiniminin olmamasi gibi bir¢ok avantaj saglayabilmektedir (Cook ve Evans 1987,
Boerma ve Hussey 1992; Williamson 1998).

Bitkilerdeki dayaniklilik, nematodun iireme kabiliyetini azaltma veya engelleme
Ozelligi olarak tanimlanmaktadir. Bu nedenle nematodlar, dayanikli bitkilerde
¢ogalamamakta ya da zayif sekilde ¢ogalabilmektedir (Stanton ve Stirling 1997).
Bitkilerde nematodlara (6zellikle sabit endoparazit nematodlara) karsi gelistirilen en
yaygin diren¢ mekanizmalar1 beslenme hiicresi ve etrafindaki hiicrelerde gézlemlenen
oliimler (nekrozlar) ya da hipersensitif reaksiyonlardir (Dropkin 1969a; Milligan vd.
1998). Bu reaksiyonlar vasitasi ile nematodun bitkiden beslenmesi ile sonuglanan uyumlu
iliski olusturulamamaktadir (Stanton ve Stirling 1997). Dolayisiyla beslenme yerleri
olusturamayan nematodlar ya 6lmekte ya da koklerden ayrilmaktadir (Milligan vd. 1998).
Bu da bitkilerde gézlemlenen dayanikliligin nematodlara kars: etkin ve siirdiiriilebilir bir
sekilde kullanilmasini saglamaktadir.

11



KAYNAK TARAMASI I. MISTANOGLU

2.5. Domateste Kok-ur Nematodlarina Dayamkhihk

Kok-ur nematodlarmin polifag olmalari ve tarimsal iiretimin yapildigi birgok
alanda yayginlik gosterebilmeleri nedeniyle bunlara kars: farkli konukgu bitkilerde ¢ok
sayida dayaniklilik geni tespit edilmistir (Williamson ve Roberts 2009). Bitkilerde
belirlenen bu dayamiklilik genleri nematodlardaki {ireme ya da gelismeyi
engelleyebilmektedir (Roberts 2002). Dolayisiyla kok-ur nematodlarinin bitkilerde neden
olduklar1 zararlar azalmakta ve iiriin kaybi en aza inmektedir. Kok-ur nematodlarina karsi
giintimiize kadar bitkilerde tespit edilmis en etkili dayaniklilik geni ise domateslerdeki
Mi-1 genidir (Williamson ve Roberts 2009). Bu gen kok-ur nematodlari ile miicadelede
ticari domates gesitlerinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Devran vd. 2010; Seid vd.
2015).

2.5.1. Mi-1 geni

Bitkilerde en iyi karakterize edilmis nematod direng genlerinden biri M. incognita,
M. arenaria ve M. javanica ’ya kars1 dayaniklilik saglayan domateslerdeki Mi-1 genidir
(Williamson 1998). Bu gen ilk kez yabani domates ¢esidi olan L. peruvianum’da
(PI128657) tespit edilmistir (Bailey 1941). Bu domates ¢esidi kiiltiir formlariyla normal
bir sekilde ¢aprazlanamadigi i¢in Mi-1 geni embriyo kurtarma teknigi kullanilarak ticari
cesitlere aktarilmistir (Smith 1944).

Bircok bitki dayaniklilik geni bir niikleotit baglama bolgesi (NBS), bir 16sin
bakimindan zengin tekrar bolgesi (LRR) ve cesitli amino-terminal bolgelerin varligr ile
karakterize edilen proteinleri kodlamaktadir (Takken vd. 2006). NBS-LRR genlerinden
biri olan Mi-1 geni de 1257 amino asitlik bir protein kodlayabilmekte ve domatesin 6.
kromozumunun kisa kolunda 650 kb’lik bir bolgede bulunmaktadir (Ho vd. 1992;
Kaloshian vd. 1998). Ayrica bu bolgede Mi-1 geninin 7 homologu (MiGHs), 1p (Mi-1.1,
Mi-1.2, Mi-1.3) ve 2p (Mi-1.4, Mi-1.5, Mi-1.6, Mi-1.7) olmak {izere yaklasik 300 kb ile
ayrilmig iki kiime halinde bulunmaktadir. Bu homologlardan Mi-1.3 ve Mi-1.5 ise
pseudogendir (Seah vd. 2004; Seah vd. 2007a). Homolog genlerin bitkilere aktarilmasi
sonucu yapilan ¢alismalarda, dayanikliligin Mi-1.2 (yaklasik 14.7 kb’lik DNA bolgesi)
tarafindan olusturuldugu tespit edilmistir (Milligan vd. 1998).

Mi-1.2 tarafindan olusturulan  dayaniklilikta ilk  belirtiler —nematod
inokulasyonundan yaklasik 12 saat sonra hizli ve bdlgesel hiicre Sliimleri olarak
gozlemlenmektedir (Paulson ve Webster 1972). Domateslerde gozlemlenen bu
dayaniklihigin salisilik asit (SA) temelli bir savunma sistemi tarafindan olusturuldugu
bilinmektedir (Molinari ve Loffredo 2006). Ayrica kok-ur nematodlariyla dayanikli
domates arasindaki uyumsuz iliskinin erken dénemlerinde superoksit (O27) ve hidrojen
peroksit (H202) gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) tarafindan oksidatif bir yanmanin
olusturuldugu da kanitlanmistir (Melillo vd. 2006). Bu kadar karmasik bir sistem
tarafindan olusturulan Mi-1.2 dayanikliligi 6nemli Meloidogyne tiirlerinin yani sira
pamuk beyazsineginin [Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae)] B
ve Q biyotiplerine (Nombela vd. 2003) ve patates afidinin [Macrosiphum euphorbiae
(Thomas, 1878) (Hemiptera: Aphididae)] bazi izolatlarina da (Rossi vd. 1998)
dayaniklilik gosterdigi tespit edilmistir. Dolayisiyla Mi-1.2 geninin, ¢ farklhi
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organizmaya (kok-ur nematodlari, yaprak bitleri ve beyaz sinekler) kars1 dayaniklilik
gosterebilen tek gen oldugu bilinmektedir (Nombela vd. 2003).

2.5.2. Domateste Mi-1 genini kiran popiilasyonlar

Dayanikli ¢esitlerin kok-ur nematodlar1 ile miicadelede kullanilmasi gevresel
sorunlar1 azaltmakta ve miicadele i¢in en yaygmn ve etkin yontemlerden birisini
olusturmaktadir (Tzortzakakis ve Gowen 1996). Dayanmikli ¢esitlerin kullanimini
siirlayan en O6nemli etkenlerden biri ise viriilent (Mi-1 viriilent) kok-ur nematodu
popiilasyonlaridir. Dayanikli bitkilerde, iireyebilme yetenegi gosteren popiilasyonlar
viriilent olarak ifade edilir. Buna karsin aviriilent popiilasyonlar ise hassas bitkide
beslenip ireyebilen fakat dayanikli bitkilerde tireyemeyen popiilasyonlar igin
kullanilmaktadir (Roberts 2002). Viriilent popiilasyonlar arazi kosullarinda dogal olarak
goriilebilecegi gibi (dogal viriilent poplilasyonlar), ayni iiretim bdlgesinde stirekli olarak
dayanikli  bitkilerin  yetistirilmesiyle de olusabilmektedir (se¢ilmig viriilent
popiilasyonlar) (Jarquin-Barberena vd, 1991; Roberts 1995; Xu vd, 2001). Mi-1 viriilent
kok-ur nematodu popiilasyonlari, hem iilkemizde hem de diinyanin farkli yerlerinde
yapilan bircok calismada tespit edilmistir.

Allen (1952), ilk kez Kaliforniya’daki pamuk iiretim alanlarindan alinan 6 farkli
kok-ur nematodu popiilasyonundan 2’sinin dayanikli domates ¢esiti olan L. peruvianum
tizerinde gelistigini belirlemistir.

Netscher (1977), Senegal, Gambiya ve Moritanya’da boriilce ve sebze iiretim
alanlarindan elde edilen 18 kok-ur nematodu popiilasyonundan 4 tanesinin
domateslerdeki dayanikliligi kirabilen biyotipler oldugu tespit etmistir.

Viglierchio (1978), Kaliforniya’nin farkli tarimsal {iretim alanlarindan elde edilen
10 kok-ur nematodu popiilasyonundan 2 tanesinin dayanikli domateslerde gelisebildigi
tespit etmistir.

Prot (1984), Senegal’de yapilan sorvey calismasinda elde edilen bir kok-ur
nematodu (M. arenaria) popiilasyonunun domateslerdeki dayanikliligi kirabildigi
belirlemistir.

Roberts ve Thomason (1986), sekiz adet M. incognita ve yedi adet M. javanica
popiilasyonu ile dayanikli domates cesitleri iizerinde yapilan testleme calismalar
sonucunda M. javanica popiilasyonlarindan bes tanesinin Mi-1 viriilent 6zellikte oldugu
tespit etmistir.

Berthou vd (1989), Senegal’de iki biiyiik sebze liretim alaninda yapilan sorvey
caligmalar1 sonucunda Mi-1 viriilent kok-ur nematodu popiilasyonlarini tespit etmislerdir.

Jarquin-Barberena vd (1991), Mi-1 genine karst M. incognita’ya ait dort izolat
analiz edilmis ve bu izolatlardan sadece bir tanesinin dogal viriilent oldugu tespit etmistir.
Bu popiilasyonun hassas ve dayanikli domates g¢esitlerinde 9 nesil boyunca
uiretildiklerinde viriilensliklerinde herhangi bir azalma olmadig tespit edilmistir. Ayrica,
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avirlilent bir M. incognita popiilasyonunun, dayanikli domates {izerindeki yapay
seleksiyonu sonucunda Mi-1 viriilent 6zellik kazandigi tespit edilmistir.

Castagnone-Sereno vd (1993), dogal ve segilmis viriilent 6zellikteki M. incognita
popiilasyonlarmi 18 do6l boyunca dayanikli ve hassas domates ¢esitlerinde
cogaltmislardir. Belirli araliklarla (her 3 délde bir) bu popiilasyonlarin, olusturduklari
yumurta  kiimelerini  sayarak, aviriilent ozellik kazanip kazanmadiklarini
degerlendirmislerdir. Yaptiklari incelemelerde, s6z konusu popiilasyonlardan hic¢birinin
viriilent 6zelliklerini yitirmediklerini bildirmislerdir. Viriilentligin en azindan fenotipik
diizeyde stabil bir karakter oldugunu belirtmislerdir.

Kaloshian vd (1996), Kaliforniya’ da yapilan bir diger calismada da iki farkl
bolgede dayanikli domates gesitlerinde gelisebilen Mi-1 viriilent kok-ur nematodu (M.
incognita) popiilasyonlarinin oldugu tespit etmistir.

Tzortzakakis ve Goven (1996), Girit’in ii¢ farkli bolgesinden toplanan bes farkl
kok-ur nematodu popiilasyonu (M. javanica) ile yapilan c¢alisma sonucunda ise elde
edilen popiilasyonlar igerisinde Mi-1 viriilent popiilasyonlarin oldugu belirlemislerdir.

Eddaoudi vd (1997), Fas’da yiiriittikleri g¢alismada, oOrtiialti sebze iiretim
alanlarindan toplanan 25 farkli kék-ur nematodu popiilasyonundan 9 tanesinin (M.
javanica) Mi-1 viriilent oldugu tespit etmistir.

Molinari ve Miacola (1997), laboratuvar kosullarinda aviriilent M. incognita ve
M. hapla popiilasyonlar1 ile Mi-1 viriilent M. javanica popiilasyonlarinin dayanikli
domates bitkileri tizerinde yaptiklari testleme ¢alismalari sonucunda aviriilent M. hapla
popiilasyonunun Mi-1 viriilent 6zellik kazandigi belirlemistir.

Ornat vd (2001), Ispanya’da 14 farkli kok-ur nematodu popiilasyonu ile yapilan
calismada M. javanica tiiriine ait viriilent bir popiilasyon tespit edilmistir.

Karajeh vd (2005), Urdiin’de ii¢ kok-ur nematodu tiiriine (M. incognita, M.
arenaria ve M. javanica,) ait 83 izolatla yapilan bir ¢calismada M. javanica tiiriine ait ii¢
popiilasyonun dayanikli domates bitkileri tizerinde gelisebildigi ve Mi-1 viriilent 6zellikte
oldugu belirlenmistir.

Tzortzakakis vd (2005), Yunanistan’da elde edilen ve M. incognita ve M. javanica
olduklar1 tespit edilen 9 kok-ur nematodu popiilasyonunun viriilentligi arastirmislardir.
Yapilan saks1 denemeleri sonucunda, dayanikli domates ¢esitleri tizerinde M. javanica’ya
ait bes, M. incognita’ya ait bir popiilasyonun Mi-1 viriilent 6zellikte oldugu belirlenmistir.
Ayrica bu ¢alismada tespit edilen viriilent M. incognita popiilasyonunun Yunanistan’da
ilk kez tespit edildigi, viriilent M. javanica popiilasyonlarinin ise Yunanistan ana karasi
icin yeni kayit oldugu bildirilmistir.

Devran ve Sogiit (2010), Bat1 Akdeniz Bolgesi’nden toplanan 95 kdk-ur nematodu
popiilasyonu Kontrollii iklim odasinda hassas ve dayanikli domates ¢esitleri tizerinde
testlemistir. Bitkilerin koklerindeki yumurta paketi ve urlanma indeksine gore yapilan
degerlendirmede M. incognita’ya ait yedi ve M. javanica’ya ait alt1 popiilasyonun Mi-1
viriilent oldugu bildirmistir. Ayrica Mi-1 viriilent M. incognita ve M. javanica
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popiilasyonlarinin bulunma sikliklar1 sirasiyla % 11.7 ve % 21.4 olarak tespit edilmistir.
Bu galisma ile Mi-1 viriilent kok-ur nematodu popiilasyonlar1 Tiirkiye’de ilk kez tespit
edilmistir.

Verdejo-Lucas vd (2012), Ispanya’nin giiney dogusundaki sebze iiretim
alanlarinda yapilan sorvey ¢alismalari sonucunda bélgeden toplanan 29 adet Meloidogyne
spp. popiilasyonunun % 48’inin Mi-1 viriilent 6zellikte oldugunu tespit etmislerdir.

Iberkleid vd (2014), Israil’ de yapilan bir calismada farkli bolgelerdeki ortii alt1
tiretim alanlarindan toplanan 6rneklerde M. javanica’ nin viriilent popiilasyonlarinin
bulundugunu bildirmislerdir.

Uysal ve Sogiit (2016a), Tirkiye’nin Goller Bolgesi’ndeki sebze iiretim
alanlarinda yaptiklar1 g¢alisma sonucunda bolgeden elde edilen 25 M. incognita
popiilasyonunda 3 izolatin, 18 M. javanica popiilasyonunda ise 4 izolatin Mi-1 viriilent
reaksiyon gosterdigini belirlemislerdir.

2.5.3. Viriilent kok-ur nematodlarinin tanmimlanmasi

Kok-ur nematodlartyla miicadelede en onemli yontemlerden birisi dayanikli
domates ¢esitlerinin kullanimidir. Dayanikli ¢esitlerin kullanimini sinirlayan en énemli
etken ise Mi-1 viriilent kok-ur nematodu popiilasyonlaridir. Geleneksel olarak kok-ur
nematodu tiirlerinin viriilent olup olmadiginin belirlenebilmesi i¢in bitki testlemeleri
yapilmaktadir. Bu caligsmalar ise yaklasik 2-6 ay siirmekte, zaman almakta, yiiksek bir
maliyete neden olmakta ve fazla is giicii gerektirmektedir (Castagnone-Sereno vd. 1993;
Semblat vd. 2000). Oysaki Mi-1 viriilent popiilasyonlarin molekiiler olarak
belirlenebilmesi, hem analiz siiresini kisaltabilecek, hemde bu zararlilarla miicadelenin
daha etkin bir sekilde yapilmasima imkan sunabilecektir. Bu nedenle viriilenslikle ilgili
molekiiler markor gelistirilmesi miicadele i¢in gereklidir.

Semblat vd (2000), kok-ur nematodlariyla 6nemli bir miicadele yontemi olan
dayanikli ¢esit kullaniminin sinirlanmasina neden olan viriilent kok-ur nematodu
popiilasyonlarinin tanimlanabilmesi amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, farkli tarimsal tiretim
alanlarindan elde edilen M. incognita, M. arenaria ve M. javanica tiirlerine ait viriilent
ve aviriilent 17 popiilasyon arasindaki polimorfizmi (farklilig) 32 farkli AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) markérii kullanilarak belirlemisler ve elde
edilen 1550 farkliligin viriilenslikle iliskisinin bulunmadigini ve viriilensligin ortak bir
kokene ait olmadigini1 bagimsiz mutasyon olaylarinin sonucu olarak ortaya ¢ikabilecegini
belirtmisglerdir.

Xuvd (2001), tarimsal iiretim alanlarindan elde ettikleri M. incognita, M. arenaria
ve M. javanica tiirlerine ait segilmis viriilent, dogal viriilent ve aviriilent popiilasyonlarda
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) markoérleri kullanmiglar ve polimorfik
DNA bantlarini SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) primerlerine
doniistiirmislerdir. Bu primerlerle (MVC-VF/R1) 3 kok-ur nematodu tiiriine ait se¢ilmis
virtilent kok-ur nematodu popiilasyonlardaki genetik mekanizmanin benzer oldugu
fakat bu benzerligin dogal viriilent popiilasyonlarda bulunmadigini tespit etmislerdir.
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Bunun sebebinin ise dogal viriilent popiilasyonlarin Mi-1 geninin seleksiyon baskisina
maruz kalmadan gelismis olabilecegi seklinde belirtmislerdir. Bu primerlerle M.
incognita, M. arenaria ve M. javanica tiirlerine ait yalnizca se¢ilmis Mi-1 viriilent
poplilasyonlarin tanilamalari gerceklestirilmistir.

Semblat vd (2001), AFLP teknigi kullanilarak M. incognita’nin Mi-1 viriilent ve
avirlilent 3 yakin izogenik hatt1 (Near-Isogenic Lines-NILs) arasindaki farkli markorler
belirlenmeye ¢alismislardir. Bu ¢alisma sonucunda sadece aviriilent popiilasyonlarda
Map-1 (Meloidogyne Aviriilence Protein-1) olarak adlandirilan bir ¢cDNA tespit
edilmistir. Bu salgi proteininin yaklasik 458 aminoasitlik bir boliim kodlayabildigini;
ayrica, 13 ve 58 aminoasitlik korunmus tekrar bolgelerine sahip oldugu belirlenmistir.
Ayrica, Map-1’in diger nematod tiirlerinde bulunup bulunmadigii belirleyebilmek
amaciyla Xiphinema index Thorne & Allen, 1950, Globodera pallida Stone, 1973,
Caenorhabditis elegans (Maupas, 1900) Dougherty, 1955, M. hapla, M. fallax Karssen,
1996, M. arenaria ve M. javanica ile yapilan ¢alismada ise s6z konusu salgi proteininin
Mi-1 geninin dayaniklilik gosterdigi M. javanica ve M. arenaria tiirlerinde de bulundugu
tespit edilmigtir. Yapilan poliklonal antibody g¢aligmalar1 sonucunda ise s6z konusu
proteinin kok-ur nematodlarinin 2. juvenil donemlerinde amfidlerden salgilandig tespit
edilmistir. Bu nedenle s6z konusu proteinin dayanikli bitki ile aviriilent nematodun
beslenme iligkilerinin erken donemlerinde salgilanabilecegi belirtilmistir.

Neveu vd (2003), cDNA AFLP teknigi kullanilarak M. incognita’nin Mi-1
virtilent ve aviriilent yakin izogenik hatlar1 arasinda farkli sekilde ifade edilmis genleri
belirlemeye calismislardir. Bu ¢alisma sonucunda transcript-derived fragments (TDF)
olarak adlandirilan 24025 adet fragment belirlenmis bunlardan 22 tanesinin ise Mi-1
viriilent ve aviriilent hatlar arasinda farkli oldugu tespit edilmistir. Bu 22 fragment i¢in
infektif jlivenillerden (J2) elde edilen mRNA’larda yapilan reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) ¢alismalar1 sonucunda 9 tanesinden cDNA AFLP
calismalariyla benzer sonuglarin elde edildigi belirlenmistir. Mi-1 viriilent ve aviriilent
hatlar arasinda farkli oldugu tespit edilen bu fragmentlerin nematodlarin hangi
organlarindan salgilandiklarin1 belirlemek amaciyla yapilan In situ hibridizasyon
calismalar1 sonucunda ise infektif jiivenillere ait intestinal hiicrelerden (HM10 ve PM1),
subventral 6zofagal bezlerden (HM1) ve dorsal 6zofagal bezlerden (HM7 ve HM12)
tiretildikleri tespit edilmistir. Ayrica bu fragmentlerin nematodlarin patojenisiteleri ile
virlilenslik ve aviriilenslikle iligkili olabilecekleri belirtilmistir.

Gleason vd (2008), DNA blot ve AFLP teknigi kullanilarak M. javanica’nin Mi-
1 viriilent (VWS5) ve aviriilent (VW4) yakin izogenik hatlar1 arasindaki farkliliklar
belirlemek igin yaklagik 12000 pargadan sadece bir tanesinin (B1) tekrarlanabilir bir
farklilik ortaya koydugunu belirlemislerdir. Yaklagik 727-niikleotidlik genom dizisi
tanimlayan bu bolge Cg-1 olarak adlandirilmistir. Bu bolgeyi tanimlayabilmek amaciyla
yapilan ¢aligmalar sonucunda a5/a6 primerleri dizayn edilmis fakat bu gen bolgesinin
tirlinliniin ne oldugu belirlenememistir. Bu tiriiniin Mi-1 geni ile dogrudan veya dolayli
olarak etkilesime girebilecegi veya aktivitesini degistirebilecegi tespit edilmistir. Ayrica
kok-ur nematodlarindaki viriilentligin tanimlanmas: ile ilgili yapilan diger caligmalarla
karsilastirilmasi sonucunda viriilensligin olusumunda birden fazla mekanizmanin etkili
olabilecegi de ifade edilmistir.

Adam vd (2009), M. javanica’larda Map-1 geninin homologu olan iki yeni gen
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(MJAP-1 ve MJAP-2) tespit edilmistir. Mi-1 viriilent ve aviriilent 6zellikteki 15 M.
javanica, 4 M. incognita ve 1 Meloidogyne mayaguensis Rammah & Hirschmann, 1988
lizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda bu genlerin tanimlanmasi amaciyla gelistirilen
primerler (Mjap-F1 ve Mjap-R1) vasitasiyla hem viriilent hem de aviriilent M. javanica
popiilasyonlarinda tespit edilmistir. Ayrica bu genlere ait iirlinlerin kok-ur nematodlarinin
subventral bezlerinde, yumurta ve ergin disi donemleri haricinde J2’lerde salgilandiklari
belirlenmistir. Bu genlerin konuk¢u etkilesimindeki rolleri, viriilent ve aviriilent
popiilasyonlar arasindaki farkliliklarin tespitinin daha detayli yapilacak olan ¢alismalarla
tespit edilebilecegi belirtilmistir.

Castagnone-Sereno vd (2009), M. incognita’nin Mi-1 viriilent ve aviriilent yakin
izogenik hatlar1 arasindaki farkliliklar1 belirleyebilmek amaciyla Map-1 genlerinde yer
alan 13 ve 58 amino asitlik korunmus tekrar bolgelerinin sayilarindaki ve diizenlerindeki
varyasyonlar1 arastirmiglardir. Map-1 bolgesinden gelistirilen m1-m2 primerleri ile
yapilan ¢alismalar sonucunda viriilent popiilasyonlardaki Map-1.1’in disinda aviriilent
popiilasyonlarda Map-1.2 ve Map-1.3 olarak adlandirilan yeni Map-1 gen ailesi tiyeleri
tespit edilmistir. Bu proteinlerin  varhiginin  bitki savunma mekanizmalarini
tetikleyebilecegi, bu gen bolgelerinin silinmesinin ise nematodlarda viriilenslige neden
olabilecegi ve korunmus tekrar bolgelerinin say1 ve yeniden olusan diizenlerinin bitki-
nematod etkilesiminin spesifikliginde rol oynayabilecegini belirtmislerdir.

Cortada vd (2011), farkli cografyalardan toplanan M. incognita ve M. javanica
tiirlerine ait aviriilent, se¢ilmis ve dogal viriilent 7 kok-ur nematodu popiilasyonu ile daha
onceki c¢alismalarda (Xu vd. 2001) Meloidogyne virulence correlated (MVC)
lokuslarindan elde edilen molekiiler markorler (MVC-VF/R1) kullanilarak yapilan
calisma sonucunda beklenilen secilmis viriilent kok-ur nematodu popiilasyonlarini
tanimlayamamisglardir. In silico ¢aligmalar1 sonucunda daha onceki tanimlanan MVC
lokuslarma ait dizilimlerin dkaryotik organizmalardan ¢ok prokaryotik organizmalarin
dizilimlerine benzedigi ve bu dizilimlerin 6zellikle Comamonadaceae familyasindan
Betaproteobacteria cinsine ait bir¢ok organizmanm [Acidovorax spp. (accession no.
CP000512.1 veCP001392.1 ), Delftia spp. (accession no. CP000884.1), Rhodopherax
spp. (accession no. CP000267.1), Polaromonas spp. (accession no. CP000316.1),
Variovorax spp. (accession no. CP001635.1) ve Verminephrobacter spp. (accession no.
CP000542.1)] dizimlerine % 71°den % 88’e degisen oranlarda benzerlik gosterdigini
tespit etmislerdir.

Tomalova vd (2012), biyoinformatik ve PCR temelli molekiiler teknikler
kullanilarak Map-1 gen ailesinin Nematoda subesi igerisindeki filogenetik dagilimini ve
cesitliligini incelemislerdir. Nematoda subesinden 7 takima ait 12 familyadan 53 nematod
tiriinde yapilan caligmalar sonucunda Map-1 gen ailesinin Taxonomically restricted
genes (TRG) oldugu ve yalnizca Meloidogyne cinsine bagl tiirlerde bulundugunu ve
incelenen 21 kok-ur nematodu tiirlinden yalnizca 13 tanesinde Map-1 genlerinin
bulundugunu belirtmislerdir. Ayrica Map-1 genlerinin homologlarinin belirlenmesi
amaciyla M1/M2 ve MrepF/MrepR primerleri kullanilarak yapilan ¢alismada genlerdeki
tekrar bolgelerinde gézlemlenen farkliliklardan dolayr Map-1 gen ailesine ait 7 {iye tespit
etmisler ve bunlardan 3 tanesini ise ilk kez bu ¢alismada belirlemislerdir. Elde edilen tim
veriler incelendiginde Map-1 gen ailesinde gozlemlenen mutasyonlar ve izolatlarin
viriilensligi arasinda bir iligkinin olmadigini bildirmislerdir.
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Castagnone-Sereno vd (2015), cDNA-AFLP teknigi kullanilarak M. incognita’nin
viriilent ve aviriilent popiilasyonlarinin tanimlanabilmesi amaciyla yiiriittiikleri
calismada, viriilenslikle ilgili oldugu diisiiniilen ve 6nceki ¢alismada (Neveu vd. 2003)
belirlenen 4 farkli gen bolgesinden (HM1, HM2, HM11, HM12) elde edilen primerler
kullanilarak s6z konusu popiilasyonlar arasinda farkliliklar1 incelemis ve primerlerle ¢ok
farkli cografyalardan elde edilen (Kursk, Rusya ve Morelos, Meksika) viriilent ve
avirlilent M. incognita popiilasyonlarinin ayrimlarini yapabilmislerdir.

Castagnone-Sereno vd (2019), Rusya, Kursk ve Meksika, Morelos’dan elde edilen
iki farkli aviriilent ve ayni popiilasyonlardan elde edilen se¢ilmis Mi-1 viriilent M.
incognita popiilasyonlarinin genomlarinda Comparative Genomic Hybridization (CGH)
teknigi kullanilarak belirlenen Copy Number Variation (CNV)’lerin Mi-1 viriilensligi ile
iliskileri belirlenmeye calisilmislardir. Yapilan caligmalar sonucunda seg¢ilmis Mi-1
virlilent ve aviriilent popiilasyonlar arasinda 184 gende farkliliklar tespit edilmistir. Bu
genlerde qPCR’la yapilan ¢alismalar sonucunda da 33 gendeki farkliliklarin viriilenslikle
iliskili olabilecegi belirlenmistir. Calisma kapsaminda M. incognita genomlarinda tespit
edilen CNV’lerin, bu organizmalarin Mi-1 dayaniklilik genine adaptasyonlari konusunda
etkili olabilecekleri belirlenmistir. Ayrica, bu genlerin tespiti icinde ¢alisma kapsaminda
33 adet primer iiretilmistir.

Mistanoglu vd (2020), 7 farkli primer c¢iftinin (M1/M2, MRepF/MRepR,
HM1.F2/HM1.R2, HM2.F/HM2.R, HM11.F2/HM11.R2, HM12.F2/HM12.R2 ve a5/a6)
Tiirkiye’nin Ortii alt1 tarimsal iiretim alanlarindan elde edilen Mi-1 viriilent ve aviriilent
69 farkli M. incognita ve M. javanica popiilasyonunda testlenmesi sonucunda primerlerin
virtilent ve aviriilent popiilasyonlar1 ayiramadigi  belirlemiglerdir. ~ Ayrica
HM1.F2/HM1.R2 primerlerinden elde edilen PCR iiriinlerini 30 farkli kesim enzimiyle
kesmisler fakat popiilasyonlar arasinda herhangi bir farklilik bulamamaiglardir.

2.6. DNA’nin Dizilenmesi

DNA dizi analizi, bir DNA parc¢asini olusturan A, C, G, T niikleotid siralarinin
tespit edilmesi olarak tanimlanmaktadir. Bu diziler DNA bélgesinin hangi proteini
kodlayabilecegine, gen aktivitesine, evrimsel akrabalik iligkilerinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir (Dénmez vd. 2015).

Elde edilen veri boyutu, maliyeti, islem stiresi gibi konularda ¢ok gelistirilen DNA
dizileme ile ilgili ¢galigmalar maya hiicresinden izole edilen 77 niikleotitlik alanin-tRNA
poliniikleotid diziliminin oligoniikleotidlerinin ilk olarak kagit elektroforezi ile ayrilmasi
ve ardindan niikleotit bilesimlerinin iki boyutlu kagit kromatografisi ile belirlenmesi ile
baslamistir (Holley vd. 1965).

Maxam ve Gilbert (1977), DNA molekiiliiniin kimyasallarla modifikasyonuna ve
elektroforezle ayristirllmasina dayanan bir teknik gelistirmislerdir.

Sanger vd. (1977), daha uzun DNA parcalarinin dizilenmesine imkan saglayan ve

normal deoxynucleotide triphosphate (INTP)’in yani sira deoksiribozun 3’ pozisyonunda
OH grubu tasimayan ve bu molekiilin bir analogu olan 2'3'- dideoxynucleotide
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triphosphate (ddNTP)’1in substrat olarak kullanilabilmesine dayanan zincir sonlandirma
(Chain-termination) yontemini gelistirmisglerdir. Bu yontemde, sentezlenen DNA’ya 3’
pozisyonunda OH grubu olmayan bir ddNTP’nin katilmasi, sentezi durdurmaktadir. Elde
edilen farkli uzunluktaki DNA parcalar1 elektroforezle ayristirilarak bazlar
belirlenebilmektedir. Ayrica bu ¢alismayla bir bakteriofaj olan X 174’ iin 5,38 kb
biiyiikliigiindeki genomu dizilenmis ve dizilenen ilk genom olarak kayitlara gegmistir.

Smith vd. (1986), yaptiklar1 ¢alismada DNA dizileme tekniklerini otomatize hale
getirmiglerdir. Bu ilk nesil otomatize DNA dizileme ¢aligmalarinda zincir sonlandirma
yontemi kullanilmis olup, floresan boya ile isaretli ANTP’ler yardimi ile tek reaksiyonda
dizilemeyi yapabilen DNA dizileme cihaz1 gelistirilmistir. Daha sonra elde edilen
verilerin depolanmasi ve analizini yapabilen bilgisayar yazilimi ile kombine edilmistir.

Sanger metodunun g¢ok zaman ve ig gilici almasi nedeniyle yeni dizileme
yontemleri gelistirilmistir. Ronaghi vd. (1998), tarafindan gelistirilen dizi analizi ile
tretim dizileyerek sentezleme (sequencing by synthesis) ilkesine dayanan ve
pirodizileme (pyrosequencing) olarak bilinen bu yontem, DNA =zincirine niikleotit
eklenmesi sirasinda agiga ¢ikan pirofosfat (Ppi) molekiillerini tespit etmesi 6zelligi ile
dideoksiniikleotit kullanimina bagli zincir sonlandirilmasini esas alan geleneksel dizi
analiz yontemlerinden ayrilmaktadir. Bu yontem ile 300-500 niikleotit arasinda uzunluga
sahip DNA molekiillerinin analizi yapilabilmektedir. Bu ¢alisma sonrasinda yeni nesil
DNA dizileme olarak tanimlanan ve biiyilk hacimlerde DNA dizileme ¢aligmalarinin
yapilabildigi teknikler gelistirilmistir. Bennet (2004), tarafindan gelistirilen
[llumina/Solexa ydnteminde, her biri farkl1 bir floresan boya ile etiketlenmis dort baz i¢in
geri donilisiimlii sonlandirma niikleotitleri ve bunlara baglanabilen 6zel bir DNA
polimeraz enziminden olusan sentez yoluyla dizileme esasina dayanmaktadir. Bir ucunda
adaptor kullanilarak saglam bir yiizeye baglanan DNA molekiiliine daha sonra dort tip
ddNTP eklenir (bridge amplification). Ardindan yeni sentezlenen ipligin yapisina
girmeyen ddNTP'ler yikanarak uzaklastirilir. DNA, her yikamadan sonra, bir niikleotid
uzar. Floresan isaretli niikleotidler tespit edildikten sonra, 3' ucundaki sonlandirici
uzaklastirilir ve analiz i¢in bir sonraki dongiiye gecilmektedir.

Son yillarda gelistirilen yeni nesil DNA dizileme teknolojileri yiiksek dogrulukla
ve hizli dizileme yapabilme kapasiteleri sayesinde molekiiler markir gelistirme,
transkriptom analizi ve mRNA profilinin belirlenmesi gibi bircok ¢alismada
kullanilabilmektedir (Donmez vd. 2015).

Yeni nesil DNA dizileme yontemleri temel olarak enzimatik reaksiyonlar
vasitastyla  DNA’nin  kesilmesi, elde edilen DNA parcalarindan kiitiiphanelerin
olusturulmas1 ve bu Kkiitliphaneleri olusturan DNA pargalarinin ¢ogaltilmasina
dayanmaktadir. Bu islem sonrasinda ¢ogaltmada kullanilan ve DNA’da fazlalik olarak
bulunan bazi diziler uzaklastirilarak DNA pargalari temizlenmektedir. Ardindan da
DNA’nin dizilenmesi gergeklesmektedir. Dizileme sonrasi elde edilen ham veriler
kullanilan farkli programlar vasitasi ile iglenip yiiksek kaliteli veri haline
dontistiiriillmekte ve bu veriler lizerinde amaglanan ¢alismalar yapilabilmektedir (Kizmaz
vd. 2017).

Yeni nesil dizileme metotlar1 temelde sentezleyerek dizileme, tek molekiil
dizileme ve ligasyonla dizileme olmak {izere ii¢ ana gruba ayrilabilmektedir (Dénmez vd.
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2015). Sentez araciligiyla dizilemede belli uzunluktaki DNA pargalarina adaptor dizileri
baglanir ve ardindan bu diziler floresan veya kimyasal sinyali gelistirmek igin
cogaltilmaktadir. Daha sonra Ornekler dizilimin gerceklestigi flow cell dongiisii i¢in
sabitlenmektedir. Bu islem sonrasinda gergeklesen DNA dizilerinin DNA polimeraz
vasitastyla uzatilmasi esnasinda da belirlenen floresan ya da kimyasal sinyaller tizerinden
dizilim belirlenmektedir. Sentez yoluyla dizileme teknigini kullanan sistemler Illumina,
Roche 454 GS (Pirodizileme), ve ion Torrent olarak siralanabilmektedir (Egan vd 2012).
Ligasyon yoluyla dizilemede ise floresan etiket ile isaretlenmis olan degisen uzunlukta
problar kullanilmaktadir. DNA dizilerine problarin baglanabilecegi kisa diziler
eklenmektedir. Sonrasinda floresan ya da kimyasal gorintileme hangi probun
baglandigin tespit etmek i¢in kullanilmaktadir. Bu islem farkli prob setleri kullanilarak
tekrarlanir niikleotid dizileri belirlenir. Ligasyon yoluyla dizilemeye ornek olarak
verilebilecek en iyi sistem ABI/Solid’dir (Egan vd 2012).

3. nesil DNA dizilime (Tek molekiil dizileme) teknolojilerinde ise, sekansi
yapilacak olan DNA bolgesinin ya da komple bir DNA’nin, kati bir yiizeye sabitlenerek
veya bir gozenekten hareketi saglanarak, sentez agamasinda ¢esitli teknolojiler vasitasiyla
goriintlilenmesi, taninmasi1 ve tekrardan okunarak uzama zincirlerine eklenmesi esasina
gore calismaktadir (Donmez vd. 2015). Bu teknolojiler arasinda Helicos sequencer,
Single Molecule Real-Time (SMRT) sequencer, Nanopore siralanabilmektedir (Kizmaz
vd. 2017).

Kullanilan yeni nesil dizileme teknolojileri; okuma uzunlugu, maliyeti, hata orani
gibi olumlu ve olumsuz o6zelliklere sahiptir. Dolayisiyla yapilacak calismalarda bu
ozellikler g6z 6niinde bulundurularak kullanilacak sistemler tercih edilmelidir.

Nematolojide genom dizileme ¢alismalar1 Caenorhabditis elegans (Maupas,
1900) Dougherty, 1955 ile baslamistir. Bilindigi {izere toprakta serbest yasayan bir
nematod tiirii olan C. elegans genom sekanslamasi yapilan ilk hayvan ve ilk ¢ok hiicreli
organizmadir. Ayrica genom sekanslanmasi yapilan ilk nematod tiirli olmasindan dolay1
calisma nematoloji agisindan da ¢ok onemli bir yere sahiptir. Bu 6zellikleriyle model bir
organizma olan C. elegans’in yaklasik olarak 97 Mbp biiyiikliigiinde bir genoma sahip
oldugu belirtilmistir. Ayrica genomda 19000’in iizerinde gen tespit edilmistir (The C.
elegans Sequencing Consortium 1998).

Bagka bir ¢alismada toprakta serbest olarak yasayan Caenorhabditis briggsae
(Dougherty & Nigon, 1949) Dougherty, 1955 nin genom analizi Whole Genome Shotgun
teknigi kullanilarak yapmugslar ve toplam genom biiyiikligii 104 Mbp olarak tespit
edilmistir. Belirlenen 19500 adet protein kodlayan genin biiyiik bir kisminin C. elegans
genomunda tespit edilen genlerle benzer olduklari, yaklasik olarak 800 adedinin ise C.
elegans genomunda tespit edilmedigi belirtmislerdir (Stein vd. 2003).

2.7. Bitki Paraziti Nematodlarin Tam Genom Dizilimleri Uzerine Yapilan
Cahismalar

Tarimsal iiretim agisindan 6nemli bir¢ok bitki paraziti nematod tiirliniin genom
dizilemesi ger¢eklestirilmistir.
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Abad vd. (2008), Whole Genome Shotgun teknigi kullanilarak partenogenetik
iremenin  gozlemlendigi M. incognita  genomunun dizileme c¢alismalari
gerceklestirmislerdir. Bu ¢alisma M. incognita gibi partenogenetik 6zellikteki bir tiir i¢in
yapilan ilk genom analizidir. Calisma sonucunda genomun toplam uzunlugunun yaklasik
86 Mbp oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada yaklasik olarak 1000873 okuma yapilmustir.
19212 protein kodlayan gen tespit edilmis bunlarin genoma oraninin ise % 25.3 oldugu
belirlenmistir. Bu genlerden 81 tanesinin M. incognita’ya 6zgii oldugu tespit edilmistir.
Ayrica kodlama yapmayan DNA tekrarlarinin ve transpozon 6zellikli DNA kisimlarinin
toplam genomun % 36’smni olusturdugu da belirlenmistir.

Opperman vd. (2008), 6nemli bir bitki paraziti olan ve fakiiltatif mayotik
partenogenez olarak iireyebilen M. hapla’nin genom dizilim analizi Whole Genome
Shotgun teknigi kullanilarak yapmislardir. Toplam genom biiyiikliigii 54 Mbp olarak
belirlenmistir. Yapilan 1.04 milyon okuma sonucunda 587 milyon baz ¢iftinin dizilimi
elde edilmistir. Ayrica protein kodlayan gen sayisinin 14420 oldugu M. hapla genomunun
tamamlanmis en kii¢iikk nematod genomu oldugu belirtilmistir. M. hapla genomu {izerinde
yapilan haritalama calismalar1 sonucunda ise 16 kromozomunun bulundugu tespit
edilmistir. Yapilan genom dizileme ¢alismalarina ait sonuglarin ise patojenitenin olusumu
ve evrimsel gelisim ile ilgili yapilacak ¢aligmalara kaynak olusturacagi belirtilmistir.

Kikuchi vd. (2011), 6zellikle Asya ve Avrupa’da ¢cam agaclarinda neden oldugu
solgunluk ve Oliimlerle epidemik bir nematod tiirii haline gelen Bursaphelenchus
xylophilus (Steiner & Buhrer, 1934) Nickle, 1970’un genom dizilemesini
gerceklestirmislerdir. Roche 454 FLX ve Illumina Genome Analyser | (GAI) sistemleri
kullanilarak yapilan dizileme ¢alismalar1 sonucunda s6z konusu organizmanin 74.6 Mb
boyutunda bir genoma sahip oldugu tespit edilmistir. Bu genomun yaklagik % 22’sinin
tekrar bolgelerinden ve bu tekrar bolgelerinin de % 1.3’tiniin transpozon elementlerden
olustugu belirlenmistir. Bursaphelenchus xylophilus genomunun toplam protein sayisinin
18074 adet, gen yogunlugunun ise 242.3 gen/Mb oldugu tespit edilmistir.

Cotton vd. (2014) tarafindan Globodera pallida Stone, 1973’nin tiim genom
dizilemesi yapilmistir. Ayrica Ozellikle koke girisleri ve beslenme bolgelerinin
olusturulmasi gibi birgok yasam donemindeki salgisal veriler de elde edilmistir. Genom
dizileme calismalarinda Roche 454 FLX ve Illumina HiSeq teknolojileri kullanilmistir.
Bu c¢alismalar sonucunda G. pallida genomunun 9 kromozomdan olustugu ve
bliytikliigliniin yaklasik 100 Mb oldugu tespit edilmistir. Genom {izerinde yapilan detayl
caligmalarla toplam gen sayisinin 16419 oldugu, genomdaki gen yogunlugunun ise
132 gen/Mb oldugu belirlenmistir.

Lunt vd. (2014), Meloidogyne floridensis Handoo vd, 2004 genomu Illumina
Hiseq 2000 cihazi (100 bazlik paired-end) kullanilarak dizilemislerdir. Bu g¢alisma
sonucunda 116 M’luk bir okuma (100X coverage) ile 14.5 gb’lik ham veri elde edilmis,
sekanslama esnasinda eklenen adaptorlerin uzaklastirilmasi ve filtrelemeler sonucunda
ise 70 Mb’lik okuma, toplamda da 13.2 Gb’ lik islenmis veriye ulasilmistir. Bu ¢aligma
kapsaminda M. floridensis, M. incognita ve grup disi (Grup 2) bir tiir olan M. hapla’ nin
genomlarmin evrimsel gecmisini izlemek i¢in gen ailelerinin filogenomik analizleri
yapilmistir. Bu analizler sonucunda s6z konusu tiirlere 6zgii olarak belirlenen protein
sayist sirastyla, 3177 (M. floridensis), 5301 (M. incognita) ve 3796 (M. hapla); her ii¢
tiirde de ortak olarak tespit edilen protein sayisi ise 4108 adet olarak belirlenmistir. Ayrica
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calisma sonucunda kok-ur nematodlarinda gézlemlenen varyasyonlarin 6zgiin markor
bolgeleri tlizerinden g¢alisilmasinin, tiirlerin icice girmis kokenleri nedeniyle basarisiz
olabilecegi ifade edilmistir. Dolayisiyla ¢ok tiirlii popiilasyon genomiginin, bu énemli tiir
kompleksinin hibrit gesitliligini ve adaptif varyasyonunu anlamak i¢in énemli oldugu
belirtilmistir

Eves-van Den Akker vd. (2016) tarafindan Globodera rosthochiensis
(Wollenweber, 1923) Skarbilovich, 1959 genomu {izerinde yapilan dizileme ¢aligsmalari,
Illumina HiSeq 2000 sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Calisma kapsaminda G.
rosthochiensis’in Rol patotipinin ve diger dort ayri patotip (Ro2, Ro3, Ro4 ve Ro5)
icerisindeki sekiz popiilasyonun genom dizilemesi ile dort temel yagam doneminden (kist,
yumurta, infektif juvenil (J2) ve beslenmeye basladiktan 14 giin sonraki disi)
kopyalanmis transkriptom verileri elde edilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda G.
rosthochiensis’in toplam genom biiyiikliigiiniin 95.9 Mb oldugu, toplam gen sayisinin
14378, protein sayisinin ise 14309 oldugu tespit edilmistir. Ayrica yapilan caligsmalar
sonucunda bitki dayanikliligimin kirilmasinda efektdr genlerdeki cesitliligin 6nemli
oldugu belirlenmistir. Bu amagla ¢alismaya konu olan G. rosthochiensis genomunda
belirlenen efektor genlerin yaklasik % 3.5°1lik kisminin ise yatay gen transferi temelli
oldugu ve cesitliligi onemli oranda arttirdig: tespit edilmistir.

Zheng vd. (2016), yapmis olduklar1 calismayla hareketli endoparazit bir tiir olan
ve Ozellikle patateslerdeki zararlariyla 6nemli bir bitki paraziti nematod tiirii haline gelen
Ditylenchus destructor Thorne, 1945’un genomu ve parazitizmiyle ilgili detayli bilgilere
ulagsmiglardir. Dizileme ¢alismasinda Illumina HiSeq 2500 ve PacBio RSII sistemleri
kullanilmig ve genom biylikliigiiniin yaklastk 112 Mbp oldugu tespit edilmistir.
Genomun yaklasik 23.4 Mbp (% 19.5)’luk kisminin tekrarlardan olustugu, bunlarin da
6 Mbp (% 28)’lik kisminin ise bilinen tekrarlama tiplerinden tesekkiil ettigi belirlenmistir.
Ayrica genomda 13938 adet protein kodlayan gen tespit edilmis, gen yogunlugu ise
124 gen/Mb olarak belirlenmistir. Konukgulariyla etkilesiminde 6nemli bir role sahip
efektor molekiillerle ilgili yapilan ¢alismalarda ise D. destructor’a ait 20 proteinin kist
nematodlarina, 36 proteinin ise kok-ur nematodlarina homolog oldugu tespit edilmistir.
Yapilan bu calisma ile bitki paraziti nematodlarin biyolojisi, biyolojik kontrolii ve
nematod ve bitkiler arasindaki etkilesimin daha iyi anlagilabilmesinin miimkiin
olabilecegi diistiniilmektedir.

Eseysiz iireyen kok-ur nematodu tiirlerinden M. javanica, M. incognita, ve M.
arenaria genomlar1 Roche 454 single-end ve Illumina HiSeq 2000 (101 bp paired-end)
sistemleri ile dizilenmis ve sirasiyla ortalama olarak 184, 236 ve 258 Mb boyutlarinda
ham veri elde edilmistir. Bu veriler iizerinde yapilan g¢alismalar sonucunda M.
incognita’da 45351; M. javanica’da 98578 ve M. arenaria’da 103269 gen (protein
kodlayan, mRNA, tRNA {iretebilen) tespit edilmistir. Ardindan elde edilen bu veriler,
eseyli iireyen M. hapla’nin genom verileri ile karsilastirilmistir. Incelenen tiirlerin genom
boyutlarinin, M. hapla genomundan ~3+5 kat daha biiyiik olmasindan dolay1 bu tiirlerin
poliploid olduklar1 diisiiniilmiis ve yapilan ¢alismalar sonucunda bu bilgi dogrulanmistir.
Ayrica bu tiirlerin homolog gen kopyalar1 arasindaki ekpresyon ifadelerinde gézlemlenen
farkliliklardan da allopoliploid yapida olduklari yani bir tiirde birka¢ genomu bir araya
getirerek, olusan yeni genetik kombinasyon ve heterosis yoluyla ana tiirlerin genetik
yapilarini daha da gelistiren saldirgan fenotipler olduklari belirlenmistir (Blanc-Mathieu
vd. 2017).
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Yeni tanimlanan bir patates kist nematodu tiirii olan Globodera ellingtonae
Handoo vd., 2012’nin genom dizilimi ile ilgili yapilan ¢alisma sonucunda 119.1 Mb
boyutunda bir genoma sahip oldugu tespit edilmistir. Calismada Illumina MiSeq ve HiSeq
ile Pacific Biosciences (PacBio) sistemleri kullanilmistir. Bu ¢calisma sonucunda dizilimi
yapilan genomdan 14104 adet protein tespit edilmistir. Ayrica bu ¢alismaya konu olan G.
ellingtonae 6nemli karantina etmenleri olan G. rosthochiensis ve G. pallida’ya yakin
akraba olmasi nedeniyle elde edilen verilerin ekonomik olarak 6nemli olan bu Kist
nematodlarmin daha iyi anlasilmasi ve miicadelesinde kolayliklar saglayabilecegi
diistiniilmektedir (Phillips vd. 2017).

Sato vd. (2018), kiiresel agidan 6nemli bir¢ok tarimsal tirlinde zararlara neden olan
M. arenaria’nin genom sekanst Whole Genome Shotgun teknigi kullanilarak
gerceklestirmiglerdir. Toplamda 754356 okuma yapilmis ve okumalar sonucu birlestirilen
genomun 2224 contig igerdigi tespit edilmistir. Genomun toplam uzunlugunun ise 284.05
Mb oldugu belirlenmistir. Ayrica bu calisma ile belirlenen M. arenaria’nin yiiksek
kaliteli uzun genom sekansinin, siklikla zengin tekrar bolgelerinde ya da ¢ok degisken
genom bolgelerinde bulunan viriilenslikle iliskili genlerin tespit edilmesini
kolaylastirabilecegi ifade edilmistir.

Somvanshi vd. (2018), Giiney Dogu Asya iilkelerinin ekonomilerinde 6nemli bir
irlin olan piringte son donemlerde biiyiik zararlanmalara neden olan Meloidogyne
graminicola Golden & Birchfield, 1965 genomunda taslak bir dizileme calismasi
gerceklestirmislerdir. Illumina GAIIx sekanslama platformu kullanilan bu ¢alisma 150X
covarage ve 100 bp paired end ile gerceklestirilmistir. Yapilan ~130 milyon ham okuma
sonucunda ~13 Gb’lik veri elde edilmistir. Kullanilan ¢esitli programlar vasitasiyla da
yiiksek kaliteli ~120 milyon okuma ve ~12 Gb veri haline doniistiiriilmiistiir. S6z konusu
zararli genomunda tespit edilen 10196 protein kodlayan genden 5427 tanesinin diger kok-
ur nematodlariyla yiiksek benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Sonug olarak bu ¢alisma,
arastirmacilarin s6z konusu zararlinin biyolojisini arastirmasina, anlamasina ve yonetimi
icin yeni stratejiler belirlemesine yardimer olacag: diisiiniilmektedir.

Masonbrink vd. (2019), Heterodera glycines Ichinohe, 1952 genomu iizerinde
calismalar yapmiglardir. Genom dizileme c¢alismalar1 PacBio sistemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Yapilan ~2.4 Milyon okuma sonucunda toplam genomun 123 Mb
uzunlugunda oldugu ve 29769 adet gen icerdigi tespit edilmistir. Genomun %34’i tekrar
(repeats) bolgelerinden, 18.7 Mb’lik kismi ise ardisik kopyalardan (tandem duplicates)
olusmaktadir. Ayrica genomda ¢ok sayida efektdr geni tespit edilmistir. Bu genlerin
bircogunun ise transpozon elementler igerisinde yer aldigi belirlenmistir. Calisma
kapsaminda genom igerisinde ¢ok sayida yatay gen transferi (horizontal gene transfer)
irlinli de (yaklasik 151 gen) tespit edilmistir. Arastirmacilar bu ¢alisma ile elde edilen,
toplam gen sayisinin beste birinden fazlasinin tandem kopyalardan olustugu, transpozon
elementlerde hareket eden viriilenslik genleri ve simdiye kadar diger bitki paraziti
nematodlarda bildirilmeyen yatay gen transferleri gibi bilgilerin 6zellikle soya fasulyesi
kist nematodlarinda viriilentlige yol agan mekanizmalarin gesitliligini aciga vurarak
konukgu ve parazit etkilesimi ile ilgili detayl bilgiler sagladigini iddia etmislerdir.

Muz, turunggiller ve bircok siis bitkisinde Onemli zararlara neden olan
Radopholus similis (Cobb, 1893) Thorne, 1949’in genomu iizerinde Roche 454 dizileme
sistemi (30X coverage) kullanilarak yapilan ¢alismalar sonucunda genom biiyiikliigiiniin
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yaklasik 65 Mb oldugu tespit edilmistir. Protein kodlayan gen sayisi ise 18564 olarak
belirlenmistir. Bu ¢alismada elde edilen bilgilerin R. similis’in parazitizimde kullandig1
cok sayida mekanizmanin detayli bir sekilde incelenebilmesi i¢in Onemli oldugu
distiniilmektedir (Mathew vd. 2019).

Susi¢ vd. (2020), M. ethiopica grubu igerisinde bulunan 6nemli kék-ur nematodu
tiirlerinden Meloidogyne luci Carneiro, Correa, Almeida, Gomes, Deimi, Castagnone-
Sereno & Karssen, 2014 genomunun dizilenmesini yapmislardir. Bu dizileme
calismasinda kisa okumalarla dizileme yapan [llumina HiSeq X 10 ve de uzun okumalarla
dizileme yapan Pacific Biosciences Single Molecule Real-Time (SMRT) gibi iki sistem
kullanilmistir. Calisma sonucunda iki dizileme sistemiyle sirasiyla 206071630 ve
3617847 adet okuma yapilmis, 30.9 Gb ve 42.4 Gb boyutlarinda veri elde edilmistir.
Meloidogyne luci’nin genom boyutunun yaklasik 209.16 Mb oldugu ve de %GC oraninin
ise 30.2 oldugu belirlenmistir. Calismadan elde edilen verilerin M. luci ile ilgili
sonrasinda yapilacak ¢aligmalara temel teskil edecegi belirtilmistir.

24



MATERYAL VE METOT . MISTANOGLU

3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Domates fideleri

Bitkisel materyal olarak Mi-1 geni tasiyan Seval F1 ve hassas Tueza F1 domates
cesitleri kullanilmistir. Bu gesitlere ait fideler, Multi Tohum Tar. San. Tic. A.S. (Antalya)
tarafindan saglanmigtir.

3.1.2. Meloidogyne incognita popiilasyonlari

Calismada TUBITAK TOVAG-1070016 nolu proje ve diger arazi ¢alismalari
kapsaminda sebze iiretimi yapilan seralardan elde edilen M. incognita’ya ait izolatlar ile
secilmis viriilent izolat kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Meloidogyne incognita popiilasyonlarinin adi, dizileme kodu ve lokasyonlari

Popiilasyon Dizileme Kodu Orijini Referans
Adi
S6 N1 Serik/Antalya Devran ve Sogiit (20009,
2011)
K7 N2 Kumluca/Antalya | Devran ve S6giit (20009,
2011)
S6 viriilent N3 Serik/Antalya Laboratuvar kiiltiiriit
V6 N4 Kepez/Antalya Laboratuvar kiiltiirii®
K5 N5 Kumluca/Antalya | Devran ve Sogiit (2009,
2011)
V9 N6 Kepez/Antalya Laboratuvar kiiltiirii®

1 S6 popiilasyonundan laboratuvarda elde edilmis Mi-1 viriilent kiiltiir

2 Catalkaya ve Devran (2019) calismasinda elde edilen ve laboratuvarda saf kiiltiirii olusturulan popiilasyon
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3.2. Metot
3.2.1. Meloidogyne incognita saf kiiltiir popiilasyonlarinin olusturulmasi

Nematoloji laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda bulunan, N1, N2, N4, N5 ve N6
popiilasyonlarinin iklim odasinda muhafazalari sirasinda bagka kok-ur nematodu
popiilasyonlariyla bulasmis olma ihtimalini ortadan kaldirmak i¢in tekrar saf kiiltiirleri
yapilmistir. Bu amagla aviriilent kok-ur nematodlari i¢in hassas Tueza F1, Mi-1 viriilent
popiilasyonlar i¢in de dayanikli Seval F1 domates fideleri, otoklavlanarak sterilize edilmis
toprak karigimi igeren 250 ml’lik plastik saksilara sasirtilmistir. Stereo mikroskop altinda
bozulmadan (deforme olmadan) ¢ikartilmis yumurta paketlerinden her biri segilerek 3
ayrt su dolu petri kabinda yiizeysel olarak temizlenmis ve ependorf tiipiine alinmistir
(Sekil 3.1.a). Elde edilen tek yumurta paketleri 4-5 gercek yaprakli donemdeki domates
fidelerinin kok bogazi yaninda olusturulan derinlige (2 c¢cm) inokule edilmistir (Sekil
3.1.b). Inokulasyon esnasinda aviriilent popiilasyonlara ait tek yumurta paketleri Tueza
F1, Mi-1 viriilent popiilasyonlara ait tek yumurta paketleri ise Seval F1 domates fidelerine
bulastirilmistir. Domates fideleri, 25°C’de % 65 nem ortamina sahip Nematoloji grubuna
ait iklim odasinda yetistirilmisler ve inokulasyondan yaklasik 2 ay sonra sokiim islemi
gergeklestirilmigtir. Bitki kokleri, su altinda yikanarak itizerlerindeki yumurta kiimeleri
toplanmustir (Sekil 3.1.c).

@ (b) (©

Sekil 3.1. Meloidogyne incognita izolatlarinin saf kiiltiirlerinin elde edilmesi; a) yumurta
kiimesi ylizeyinin yikanmasi; b) bitkilere inokulasyon; c) koklerde olusan yumurta
paketleri.
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3.2.2. Secilmis Mi-1 viriilent Meloidogyne incognita popiilasyonunun olusturulmasi

Calismada M. incognita’ya ait N1 (S6) nolu izolat kullanilmistir (Devran ve Sogiit
2009, 2011). Saf kiiltiirii olusturulan aviriilent 6zellikteki M. incognita’ya ait N1
izolatindan elde edilen yumurta kiimelerinden modifiye edilmis Baermann Funnel
Yontemi kullanilarak larvalar elde edilmistir (Hooper 1986) (Sekil 3.2). Elde edilen
yaklagik 1000 larva 4-5 yaprakli donemdeki dayanikli Seval F1 fidelerinin kdk bogazi
yaninda olusturulan 2 cm derinligindeki deliklere inokule edilmistir (Sekil 3.1.b).
Inokulasyon esnasinda s6z konusu larvalar viriilentlik kazanabilmeleri igin dayamkli
Seval F1 domates fidelerine bulastirilmistir. Bitkiler, 25°C’de % 65 nem kosullarina sahip
Iklim odasinda yetistirilmis ve inokulasyondan yaklasik 2 ay sonra sokiilmiistiir. Bitki
kokleri, su altinda dikkatlice yikandiktan sonra iizerlerindeki yumurta kiimeleri
toplanmistir. Bu yumurta kiimeleri tekrar dayanikli Seval F1 bitkilerine inokule edilmis
ve 2 ay sonra bitkiler sokiilmistiir.

Sekil 3.2. Yumurta kiimelerinden larvalarin elde edilmesi

3.2.3. Meloidogyne incognita popiilasyonlarinin molekiiler tammlanmasi
3.2.3.1. DNA izolasyonu

Saf kiiltiirleri olusturulan M. incognita N1, N2, N3, N4, N5 ve N6 izolatlarina ait
larvalardan DNAeasy Tissue and Blood Kit (Qiagen, Hilden, Germany) kullanilarak
DNA izolasyonu yapilmistir.
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3.2.3.2. PCR calismasi

N1, N2, N3, N4, N5 ve N6 izolatlarinin M. incognita olduklarini dogrulamak i¢in
bu tiire 6zgii MincF1/MincR1 primerleri (Devran vd. 2018) kullanilmustir (Cizelge 3.2).
PCR reaksiyonu, 0.4 uM primer, 2 mM MgClz, 2.5 uL DNA, 200 uM dNTP, 2.5 pL 10X
PCR buffer ve 1 Unit Tag DNA polymerase (Fermentas, Vilnius, Lithuania) ve saf sudan
olusan toplam 25 pL hacimde yapilmigtir. PCR, Veriti 96-Well (Applied Biosystems)
cihazinda yiiriitilmiistiir. PCR dongiisii; 94°C’de 3 dk, daha sonra 94°C’de 30 sn,
56°C’de 30 sn ve 72°C’de 1 dk toplam 35 dongii ve 72°C’de 10 dk 1 dongii olarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri, % 2’lik agaroz jelde TAE buffer
yardimiyla 110 voltta 1.5 saat yiiriitiilmiis ve EtBr (0.5 pg/ml) ile boyandiktan sonra UV
15181 altinda goriintiilleme cihazi (Intas Gel IX Imager) yardimiyla fotograflanmistir.

Cizelge 3.2. Meloidogyne incognita popiilasyonlariin molekiiler tanilanmasinda
kullanilan primerlerin dizisi ve beklenen bant uzunlugu

Primer Band Uzunlugu

ady Primer Dizisi (5-3) (bp) Referans
MincFL | AAAAACACGCGATAACAAAAA - Devran vl
MincR1 | ATTCAAAACTTGGGGGAAAAA (2018)

3.2.4. Bitki materyallerinde Mi-1 geninin molekiiler analizi
3.2.4.1. DNA izolasyonu

Tueza F1, Browny F;1 ve Seval Fi, ¢esitlerine ait fidelerin geng yapraklarindan
Wizard Magnetic Kit (Promega, Madison, WI, USA) kullanilarak DNA izolasyonu
yapilmistir.

3.2.4.2. PCR ¢alismasi

Domates ¢esitlerinin Mi-1 geni tasiyip-tasimadigi, Mi23F/Mi23R (Seah vd.
2007b) primer seti kullanilarak molekiiler diizeyde kontrol edilmistir (Cizelge 3.3). PCR
calismasinda homozigot dayanikli Browny Fi1 domates ¢esidi pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. PCR reaksiyonu; 0.4 uM primer, 2 mM MgCl,, 2.5 uL. DNA, 200 uM
dNTP, 2.5 uL 10X PCR buffer ve 1 Unit Taq DNA polymerase (Fermentas, Vilnius,
Lithuania) ve saf sudan olusan toplam 25 pL hacimde yapilmistir. PCR dongiisii; 94°C’de
3 dk, daha sonra 94°C’de 30 sn, 56°C’de 30 sn ve 72°C’de 1 dk 35 dongii ve 72°C’de 10
dk 1 dongii olarak Veriti 96-Well cihazinda gergeklestirilmistir. Elde edilen PCR firtinleri,
% 2’lik agaroz jelde TAE buffer yardimiyla 110 voltta 1.5 saat yiiriitiilmiis ve EtBr (0.5
pg/ml) ile boyandiktan sonra UV 15181 altinda jel goriintiileme cihazi yardimiyla
fotograflanmistir.
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Cizelge 3.3. Mi-1 geni analizinde kullanilan Mi23F/Mi23R primer dizisi ve beklenen bant
uzunlugu

Primer . . Band

ady Primer Dizisi (5-3) Uzunlugu (bp) Referans
Mi23F TGGAAAAATGTTGAATTTCTTTTG ~380bp! Seah vd
Mi23R GCATACTATATGGCTTGTTTACCC ~430bp2 (2007b)

! Homozigot dayanikl ¢esit (Browny Fi)
2 Homozigot hassas gesit (Tueza Fu)
L2 Heterozigot dayanikh ¢esit (Seval F1)

3.2.5. Meloidogyne incognita popiilasyonlarindan izole edilen DNA’larin
miktarlarinin ol¢iimii

3.2.5.1. Lambda (A) DNA

Meloidogyne incognita izolatlarindan elde edilen DNA’lar Lambda (L) DNA
(SD0011, ThermoFisher  Scientific) kullanilarak  miktarlar1  belirlenmistir.
Popiilasyonlardan elde edilen DNA’lar ve 6l¢iim i¢in hazirlanan Lambda (A) DNA’lar
%2’lik agaroz jelde TAE buffer yardimiyla 110 voltta yaklagik 45 dakika boyunca
yiirlitiilmis ve UV 15181 altinda goriintiilenmistir.

3.2.5.2. PicoGreen teknigi

Meloidogyne incognita izolatlarindan elde edilen DNA’larin dizileme i¢in uygun
kalitede olup olmadiklar: ¢ift zincirli DNA’ya baglanabilme 6zelligindeki floresan bir
boya olan PicoGreen kullanilarak, dizileme hizmeti alinan firma tarafindan
gergeklestirilmistir.

3.2.6. Meloidogyne incognita popiilasyonlarinin tiim genom dizilimleri

Meloidogyne incognita izolatlarindan elde edilen ve kontrolleri yapilan genomik
DNA’lar dizilim (sekans) analiz ¢alismalar1 i¢in Omega Bioservices (Norcross, Georgia,
ABD) firmasina gonderilmistir. Firma, lllumina HiSeq X 10 (Illumina Inc., ABD) cihazi
kullanarak ¢ift yonlii okuma (PE 2X150 bp) ile dizilim analizlerini gergeklestirmistir.
Dizileme islemleri “Flow cell” (lllumina Inc., ABD) adi verilen 6zel bir yilizeyde
gerceklestirilmistir (Sekil 3.3). Flow cell, lizerinde DNA pargalarinin baglandigi ve
adaptor oligoniikleotidlerin yer aldigi, silika yapida 8 serite (lane) sahiptir. Goriintiileme
esnasinda her bir serit 3 kolona (swath) ve her bir kolon da 8 hiicreye (tile) ayrilmaktadir.
Dizileme islemleri bu hiicreler icerisinde gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.3. Sekiz kanalli Flow cell ve yiizey goriintiisii (Lakdawalla vd. 2013)

3.2.6.1. DNA parcalarinin kiimelestirilmesi

Dizileme islemine baslamadan 6nce, DNA kiitiiphanesinin daha verimli bir
okuma elde edilmesi i¢in ¢esitli adaptorlere baglanarak kiimelestirilmesi yapilmustir.
Kiimelestirme reaksiyonlarinin ilk asamasinda DNA pargalarinin flow cell aparatinin
yiizeyinde bulunan adaptor dizileri vasitasiyla sabitlenmesi yapilmigtir. Bu sabitleme
islemi sonrasinda s6z konusu tek sarmal DNA pargalar1 izotermal koprii amplifikasyon
reaksiyonlart ile ¢ogaltilmistir. Yiizeye sabitlenen DNA’lar ilk olarak en yakindaki
adaptorere baglanarak bir “loop” yapist olusturmustur. Ardindan DNA polimeraz bu
parcalar1 kopyalayarak cift sarmal yapida DNA kopriileri olusturmustur. Ardindan elde
edilen bu ¢ift sarmal koprii yapist birbirinden ayrilarak 2 adet tek sarmal DNA elde
edilmistir. Calismanin sonraki dongiilerinde elde edilen bu 2 adet tek sarmal DNA pargasi
tekrar “loop” yapisi olusturarak gogaltmaya devam edilmistir. Amplifikasyon sonrasi elde
edilen ¢ift sarmal DNA kopriileri enzimatik reaksiyonlar vasitasiyla tek sarmal hale
dontstiirilmiistiir. 5° ucu flow cell yiizeyine bagli tek sarmal DNA parcalarinin baglh
olmayan diger uclarindaki adaptor dizilere ise dizileme primerleri baglanarak, hedef
kiitiiphane dizilemeye hazir hale getirilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Klonal kiimelerin iiretilmesi: a) flow cell yiizeyine tutunma; b) orijinal DNA
pargasmin denatiirasyonu; C) loop yapisi olusumu; d) Koprii amplifikasyonu; e) ¢ift
sarmal DNA’larin denatiirasyonu; f-g-h) siki bir kiime olusana kadar amplifikasyonun
devami; 1) DNA primer ilavesi (Lakdawalla vd. 2013)

3.2.6.2. DNA parcalarmin dizilenmesi

Kiimelestirilip ¢ogaltilan DNA pargalari, Illumina HiSeq X 10 sistemi vasitasiyla
dizilenmistir. Her bir okuma dongiisiinde bir bazin saptanmasi seklinde devam eden
sentezleyerek dizileme (SBS-sequencing by synthesis) teknolojisi kullanilmigtir. Sistem
hem diiz hem de ters yonde (PE, Paired-End, 2X150 bp) iki defa okuma gergeklestirerek
daha dogru sonuglarin alinmasi saglanmistir. Her bir dongiide dort farkli floresan boya
ile isaretli ve 3” ucu bloke edilmis deoksiniikleozit trifosfatlar (ANTPS), primerler ve
DNA polimeraz flow cell kanalina eklenmistir. Dongiilerde dNTP’nin niikleik asit
zincirine baglanmasindan sonra polimerizasyon durarak ve yayilan floresan vasitasiyla 0
noktadaki bazin goriintiilenmesi gergeklestirilmistir (Sekil 3.5a). Bir sonraki dongiiye
gecmeden Once ise yikama basamagi ile flow cell kanalindaki tiim kalintilar
uzaklastirilmigtir. Sonraki dongiilerde bu sekilde tekrar etmekte ve her bir dongiide bir
bazin okunmasi gergeklestirilmistir. Bu dongiiler DNA pargalarinin biiylikliigline gore
devam ederek ve dizileme islemi sonucunda elde edilen goriintiiler birlestirilerek iizerinde
calisilan DNA pargalarinin niikleotid dizileri belirlenmistir (Sekil 3.5b).
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Sekil 3.5. Kiimelerin dizilenmesi: a) flow cell yiizeylerine bagli kiimelerin floresan
etiketli niikleotitlerle dizilenmesi; b) flow cell’in goriintiilenmesi ve goriintiilenme
haritas1 (6lgek ¢ubugu 10 um) (Lakdawalla vd. 2013)

3.2.6.3. Biyoinformatik analizler

Dizileme islemi sonucu elde edilen verilerin analizlerinde ¢esitli programlar
kullanilmistir. Bu programlar hem niikleotid dizilerinin birlestirilmesi hem de filtreleme
islemleri i¢in kullanilmistir. Elde edilen veriler degerlendirmeye alinan popiilasyonlarin
viriilenslik durumlarina goére degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda
virtilenslige neden olabilecek bolgelerin ya da farkliliklarin taramasi yapilmistir.

Bu calismalar kapsaminda yapilan dizileme islemlerinin verileri ham (Raw)
olarak elde edilmistir. Ardindan bu veriler icerisindeki ise yaramayan kisimlar
belirlenmistir. Dolayisiyla ¢alismada kullanilabilecek veriler ayiklanip gereksiz olanlar
uzaklastinnlmistir. Bu amagla Illumina’ya ait adaptor sekanslar1 ve diger kirleticiler
Trimmomatic (version 0.39), BBMap tool kit (versiyon 0.7.17) ve Sickle (versiyon 1.330)
programlar1 kullanilarak ham verilerden uzaklastirilmistir (Q score < 20 ve Okuma
uzunlugu < 40bp) (Bolger vd. 2014; BBTools User Guide 2019; Sickle 2019). Ardindan
gerekli analiz islemleri yapilabilmistir. Bu analizler dncesinde ise FastQC gibi araglar
kullanilarak verilerin kalite degerlendirilmesi (Quality Score) yapilmistir (FastQC 2019).

Kalite degerlendirilmesinin ardindan filtrelenmis ve dogruluklari tespit edilmis
olan dizilim verilerinin Burrows-Wheeler Alignment tool (versiyon 0.7.17) (BWA-
MEM) programi kullanilarak Meloidogyne incognita’ya ait referans genomuna
(Meloidogyne_incognita_V3, GenBank assembly accession: GCA _900182535.1)
hizalanmasi yapilmistir (Li ve Durbin, 2009; BWA 2019; Meloidogyne incognita
(Southern root-knot nematode) representative genome 2017). Ardindan referans genom
baz alinarak Mi-1 viriilent ve aviriilent M. incognita popiilasyonlarina ait genom
dizilimleri arasindaki farkliliklar [(SNP (Single Nucleotide Polymorphism) ve INDEL
(Insertion ve Deletion)] GATK 4.1.6.0 is akis1 ile BCFtools programi kullanilarak tespit
edilmistir (BCFtools 2019; GATK 2020). Elde edilen farkliliklarin konumlarinin ve
islevlerinin belirlenmesi amaciyla Ensemble-VEP programi kullanilarak gen diizeyinde
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(kodlanan bolgeler) anotasyonlart yapilmistir (Ensemble-VEP 2020). Bu ¢alismalar
sonucunda anotasyon verileri elde edilen farkliliklar karsilastirilmistir.

Elde edilen varyant listesinden daha anlamli farkliliklara ulasabilmek igin 2 farkli
filtreleme islemi daha yapilmistir. Bu filtrelemelerin ilkinde N1, N2 ve N4 6rneklerinin
ticinde de ortak olarak bulunan farkliliklar belirlenerek bu farkliliklar tiim bu 6rneklerden
cikarilmig, kalan farkliliklar arasinda karsilagtirma yapilmistir. N3 6rneginin dizileme
calismasindan kaynaklanmis oldugu diisiiniilen nedenlerden dolay1r diger orneklerle
benzerliginin ¢ok diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle analizlerin bu asamasina
dahil edilmemistir. Bu sekilde ortak farkliliklarin belirlenmesi ve filtrelenmesi yoluyla,
referans genomla dizilenen tiirler arasindaki biiyiik farkliliklarin ortadan kaldirilmasi
amaclanmistir. Sonradan bu ii¢ 6rnekte ortak olarak bulunan farkliliklar, N3 6rneginden
de ¢ikarilmistir.

Tiim 6rneklerde ortak olarak tespit edilen farkliliklarin filtrelenmesinin ardindan
geriye kalan farkliliklar okuma derinliklerine (DP) gore ikinci bir filtrelemeye tabi
tutulmustur. Boylece, 6rneklerin ortalama okuma derinlik degerleri 10X civari gibi diisiik
bir degerde olsa da, kaliteli okunmus farkliliklarin filtrelenmesi amaglanmigtir. Bu amagla
verilere sirasiyla DP>5, DP>10, DP>15, DP>20, DP>30, DP>40, DP>50 filtreleri
uygulanmis ve her bir 6rnek i¢in toplam farklilik sayilar1 ve anote edilmis farkliliklar elde
edilmistir. DP degeri 20 ve 20'den biiylik olan farkliliklar daha gilivenilir varyant listesi
olarak kabul edilmis ve boylelikle okuma derinligi agisindan da farkliliklar
degerlendirilmistir. Ensemble-VEP programi kullanilarak anotasyonu yapilan bu
farkliliklarin Mi-1 viriilent ve aviriilent popiilasyonlar arasindaki karsilastirilmalart da
yaptlmistir (Ensemble-VEP 2020). Son olarak SNP veya INDEL bdlgelerinin
goriintiilenmesinde Integrative Genomics Viewer (IGV) programi kullanilmigtir
(Robinson vd. 2011).

Bu ¢aligmalar sonucunda referans genom ile ¢alismamiza konu olan Mi-1 viriilent
ve aviriilent popiilasyonlar arasinda ¢ok sayida farklilik belirlenmistir. Bu nedenle
popiilasyonlar arasindaki farkliliklar1 daha az diizeye diisiirmek amaciyla N1 6rneginin
referans genom olarak kullanilmasi {izerine 6n ¢aligmalar yapilmistir. Bunun ig¢in N1
Oornegine ait okuma verisi kullanilarak genom montaji (Genome Assembly)
gerceklestirilmisgtir.  Ancak, bu c¢alismalarin M. incognita referans genomuyla
(GCA_900182535.1) yapilan c¢aligmalardan elde edilen sonuglara gore ek bir bilgi
vermedigi ve bir avantaj saglamadigi goriilmiistiir. O nedenle degerlendirmelerde M.
incognita referans genomu ile yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar kullanilmistir.

Nematod orneklerinde tespit edilen farkliliklar gen diizeyinde incelenmis ve her
ornek i¢in farklilik tespit edilen gen sayilari belirlenmistir. Bu genlerin 6rneklerdeki
ortakligina gore analizleri yapilmistir.

Dizileme calismalarindan elde edilen ham veriler biyoinformatik alaninda ¢alisan
uzmanlar (University of Worcester ve University of Exeter) tarafindan farkli bakis agisi
ile ikinci kez analizleri yapilmistir. Bu analizler sonucunda tespit edilen farkliliklarin
goriintiilenmesi  Integrative  Genomics Viewer (IGV) programi kullanilarak
gerceklestirilmistir (Robinson vd. 2011).
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3.2.7. Viriilenslikle ilgili molekiiler markorlerin gelistirilmesi

Mi-1 viriilent ve aviriilent M. incognita popiilasyonlarinda yapilan genom
dizileme ve biyoinformatik ¢alismalar1 sonucunda bu popiilasyonlar arasinda oldukga
fazla sayida farklilik (SNP’ler ve INDEL ’ler) belirlenmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Meloidogyne incognita Popiilasyonlarinin Saf Kiiltiirlerinin Olusturulmasi

Saf kiiltiirleri elde edilmis olan kok-ur nematodu popiilasyonlarindan Mi-1
viriilent N4 ve N6 nin Seval F1 domates fidelerinde, aviriilent 6zellikteki N1, N2 ve N5’in
ise Tueza F1 domates fidelerinde tez calisma siiresince siirekli devam ettirilmis ve
molekiiler tanimlama ve dizileme caligmalar1 i¢in yeterli miktarda ¢ogaltma islemi
saglanmustir.

4.2. Secilmis Mi-1 viriilent Meloidogyne incognita izolatinin Olusturulmasi

Se¢ilmis Mi-1 viriilent 6zellikte bir popiilasyon elde edebilmek amaciyla aviriilent
M. incognita N1 popiilasyonuna ait larvalar dayanikli Seval F1 domates fidelerine inokule
edilmis ve bu inokulasyon islemi 5 (bes) kez tekrarlanmistir. Boylelikle aviriilent S6
popiilasyonundan se¢ilmis virtilent bir izolat elde edilmistir ve “N3” olarak
adlandirilmgtir.

4.3. Meloidogyne incognita Popiilasyonlarinin PCR ile Dogrulanmasi

Saf kiiltiirleri olusturulan N1, N2, N3, N4, N5 ve N6 izolatlarinin M. incognita
olduklar1 bu tiire 6zgii MincF1/MincR1 primerleri (Devran vd. 2018) kullanilarak
dogrulanmistir. Bu primer ¢ifti M. incognita’nin tiim érneklerinde beklenen 150 bp’da
PCR {iriinii vermistir (Sekil 4.1).

»
EP‘NM?V\\DW

500 bp

150 bp
e

Sekil 4. 1. MincF1/MincR1 primerleri kullanilarak elde edilen PCR firtinleri: (M:
Molekiiler markor (100 bp DNA ladder, GeneAll); 1:N1; 2:N2; 3:N3; 4:N4; 5:N5; 6:NG6;
S:Su)

35



BULGULAR I. MISTANOGLU

4.4. Bitki Materyallerindeki Mi-1 Geninin PCR ile Belirlenmesi

Meloidogyne incognita popiilasyonlarini ¢ogaltmak icin dayanikli Seval F1 ve
hassas Tueza F1 domates ¢esitleri kullanilmistir. Domates ¢esitlerinin Mi-1 geni tasiyip
tasimadiklart Mi23F/Mi23R primerleri (Seah vd 2007b) kullanilarak kontrol edilmistir.
Browny F; ¢esiti PCR ¢alismalarinda kontrol 6rnegi olarak kullanilmistir.

Domates ¢esitlerine ait taze yapraklardan izole edilen DNA’lar kullanilarak
yapilan PCR sonucunda beklendigi iizere hassas ¢esit Tueza F1’de 430 bp DNA bandi,
homozigot dayanikli Browny F1 c¢esidinde ise 380 bp uzunlugunda DNA bandi ve
heterozigot dayanikli Seval F1 ¢esidin de ise 380 ve 430 bp uzunlugunda DNA bandlar1
elde edilmistir (Sekil 4.2).

EMmeHmuﬁ

Sekil 4. 2. Mi23F/Mi23R primerleri kullanilarak elde edilen PCR {iriinleri; [M: Molekiiler
markdr (100 bp DNA ladder, GeneAll); B: Browny F1 (Homozigot dayanikli), T: Tueza
F1 (Homozigot duyarli), S: Seval F1 (Heterozigot dayanikli)]

4.5. Meloidogyne incognita Popiilasyonlarindan Elde Edilen DNA’larin Lambda (1)
DNA ile Miktar Ol¢iimii

Calismamizda kullanilan M. incognita’lara ait yaklasik 1000 ve 10000 bireyden
izole edilen DNA’larin miktarinin 6l¢iimii Lambda (A) DNA (SD0011, Thermo Fisher
Scientific) kullanilarak agaroz jelde yapilmistir. Bu ¢alisma sonucunda 1000 bireyden
elde edilen DNA’larin daha zayif bant olusturduklar1 ve istenilen miktarda olmadiklari,
10000 bireyden elde edilen DNA’larin ise daha parlak, istenilen seviyede ve sekanslama
icin yeterli miktarda olduklari tespit edilmistir (Sekil 4.3).
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500 bp
) 500 bp
_’

Sekil 4. 3. Meloidogyne incognita DNA’larinin miktarinin Lambda (A) DNA ile
Ol¢iilmesi: a) =1000 bireyden elde edilen DNA’larin 6l¢iimii; b) =10000 bireyden elde
edilen DNA’larmn 6l¢iimii [M: Molekiiler markor (100 bp DNA ladder, GeneAll); 1: 1 pl
A DNA (0.3 pg); 2: 0,5

4.6. Meloidogyne incognita Popiilasyonlarindan izole Edilen DNA’larin PicoGreen
Teknigi ile Miktar ve Kalite Ol¢iimii

Miktar 6l¢iimii Lambda (A) DNA kullanilarak yapilan DNA’ larin sekanslama i¢in
yeterli kalitede olup olmadig: dizileme hizmeti alim1 yapilan firmada PicoGreen teknigi
kullanilarak yapilmis ve her bir popiilasyon i¢in yaklasik 1000 larvadan elde edilen
DNAlarin sekanslama i¢in yeterli olmadig1 (<50 ng/ul) fakat 10000 larvadan elde edilen
DNA’larin miktarinin ve kalitesinin dizileme i¢in yeterli oldugu (>50 ng/ul) tespit
edilmistir.

4.7. Meloidogyne incognita Popiilasyonlarinin Tiim Genom Dizilim Analizleri
4.7.1. Meloidogyne incognita referans genomunun (GCA_900182535.1) kullamilmasi

Calisgmamizda Mi-1 genine karsi farkli fenotipik oOzellikler ortaya koyan
Meloidogyne incognita izolatlarinin tanimlanabilmesi amaciyla genom dizilim analizleri
Illumina HiSeq X 10 (Illumina, USA) cihazi kullanilarak Paired-End (PE 2X150 bp)
seklinde gerceklestirilmistir.

Meloidogyne incognita’ya ait 6 6rnekle yapilan dizileme ¢aligmalarinda 4 6rnekte
dizileme islemleri basarili olmus ve veriler elde edilmistir. Fakat 2 6rnekte ise (aviriilent
N5 ve Mi-1 viriilent N6 popiilasyonlari) elde edilen dizilim sonuglar1 biyoinformatik
analizler i¢in yeterli kalitede olmamasi nedeniyle analizlere alinmamistir. Bdylece
sonraki ¢aligmalar ve biyoinformatik analizler M. incognita’ya ait avirtilent (N1 ve N2),
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secilmis Mi-1 virtilent (N3) ve dogal Mi-1 viriilent (N4) olmak {izere 4 6rnek tlizerinden
gerceklestirilmisgtir. Bu dort izolat tizerinde yapilan ilk dizileme galismasinda tiim
izolatlar (4 6rnek), ikinci ¢alismada ise ilk ¢alismada yeterli veri elde edilemeyen sadece
N3 o6rnegi ile galisilmistir. Dizileme c¢alismalarinin N3 popiilasyonunun iki defa
yapilmasinin nedeni N3 popiilasyonunun dizileme hata oraninin diger popiilasyonlardan
elde edilen hata oranlarindan ¢ok daha yiiksek olmasidir. Calisma sonucunda N1’de hata
orani 0.48; N2’de 0.47 ve N4’de 0.49 iken N3’de 6.84 olarak tespit edilmistir.

Yeterli dizilim verisi elde edilen bu 4 6rnege ait verilere FastQC programi
kullanilarak analizler yapilmistir. Bu analizler kapsaminda baz diizeyinde dizilim
kaliteleri, okuma kalite degerlerinin tiim genoma dagilimi, baz ve genom diizeyinde GC
igerigi, okunamayan dizilim igerigi, ve dizilimdeki tekrar diizeyi hakkinda kalite raporu
olusturularak problemli olabilecek kisimlar hakkinda detayli bir degerlendirme
yapilmistir. Toplam dizilim sayisi1 ve ortalama sekans uzunlugunun ¢arpiminin genom
boyutuna boliinmesiyle elde edilen kapsam (coverage) degeri ise 30X coverage olarak
tespit edilmistir. Tiim bu degerlendirmelere gore Paired-End olarak gergeklestirilen ve
calismaya konu olan dort popiilasyonda okuma ¢aligsmalari sonucunda elde edilen veriler
Cizelge 4.1°de belirtilmistir.

Avirtilent Ozellikteki N1 izolatinda yapilan dizileme c¢alismasi sonucunda
toplamda 49818360 okuma gerceklestirilmis ve yaklasik 18.6 GB veri elde edilmistir. Bu
okuma i¢in kapsam (coverage) degeri 40.83 olarak hesaplanmistir. Popiilasyondaki GC
yiizdesi % 48 ve tekrar yiizdesi % 13.1 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Avirtilent Ozellikteki N2 izolatinda yapilan dizileme c¢alismasi sonucunda
toplamda 39563170 okuma gergeklestirilmistir. Bu okuma igin 14.8 GB veri elde
edilmistir. Bu okuma i¢in kapsam (coverage) degeri 32.42 olarak hesaplanmistir.
[zolattaki GC yiizdesi % 35 ve tekrar yiizdesi % 17.3 olarak tespit edilmistir (Cizelge
4.1).

Mi-1 virillent 6zellikteki N3 izolati ile iki kez dizileme yapilmistir. Birinci
dizileme sonucunda 46417454 okuma, ikinci dizileme sonucunda 112831126 okuma elde
edilmistir. iki okuma sonucunda toplam 159248580 okuma gergeklestirilmis ve yaklasik
58 GB veri elde edilmistir. N3 popiilasyonu ile ilgili yapilan ilk ¢alisma i¢in kapsam
(coverage) degeri 38.04, ikinci ¢alisma i¢in 92.48 ve iki ¢caligmanin kapsam (coverage)
degeri ortalamas1 65.26 olarak hesaplanmistir. izolattaki ortalama GC yiizdesi % 41 ve
ortalama tekrar yiizdesi % 21 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Mi-1 viriilent ozellikteki N4 izolatinda yapilan dizileme ¢alismast sonucunda
toplam 33142412 okuma gergeklestirilmis ve yaklasik 12.4 GB veri elde edilmistir. Bu
okuma i¢in kapsam (coverage) degeri 27.16 olarak hesaplanmustir. Izolattaki GC yiizdesi
% 36 ve tekrar yiizdesi % 15.7 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4. 1. Dizilim analizleri ile ilgili okuma verileri

Popiilasyon | GC | Duplicate Unique Duplicate Toplam Ham Coverage

Ad1 (%) (Tekrar Reads Reads Okuma (Kapsam)
Oram) (%) | (Tekrarsiz (Tekrarh Boyutlar:
Okumalar) Okumalar) (GB)

N1? 48 131 43275620 6542740 49818360 18.6 40.83
N2? 35 17.3 32698411 6864759 39563170 14.8 32.42
N3? 41 17.7 38177929 8239525 46417454 17.2 38.04
N32 41 24.3 85375657 27455469 112831126 40.8 92.48
N4! 36 15.7 27937913 5204499 33142412 12.4 27.16

Ylk yapilan analiz
?[kinci (tekrar) yapilan analiz

4.7.2. “De Novo Assembly” Calismalari

Meloidogyne incognita referans genomu (GCA_900182535.1) kullanilarak
yapilan dizilim analizlerinde aviriilent ve viriilent popiilasyonlar arasinda SNP ve INDEL
sayilart olduk¢a fazla bulunmustur. Bu nedenle N1 popiilasyonuna ait okuma verileri
referans genom olarak se¢ilmis ve diger 6rnekler (N2, N3 ve N4) buna haritalanmistir.
Ancak bu ¢alismalar sonucunda elde edilen sonuglarin M. incognita referans genomuyla
(GCA_900182535.1) yapilan caligmalardan elde edilen sonuglara gére SNP ve INDEL
sayilarini azaltmak i¢in ek bir bilgi vermedigi ve bir avantaj saglamadigi goriilmiistir.

4.8. Mi-1 Viriilent ve Aviriilent Meloidogyne incognita izolatlar1 Arasindaki Genom
Dizilim Farkhhklarimn Belirlenmesi

4.8.1. Orneklerin Meloidogyne incognita referans genomu (GCA_900182535.1) ile
farklihiklarimin belirlenmesi

Dizileme islemi sonucunda elde edilen verilerin M. incognita’ya ait referans
genomuna (Meloidogyne_incognita_V3, GenBank assembly accession:
GCA_900182535.1) hizalanmasi yapilmistir. Bu islem sonucunda referans genom ile
caligmada kullanilan Mi-1 viriilent ve aviriilent M. incognita popiilasyonlarinin genom
dizilimleri arasindaki farkliliklar [(SNP (Single Nucleotide Polymorphism) ve INDEL
(Insertion ve Deletion)] belirlenmistir. Elde edilen farkliliklarin konumlarinin ve
islevlerinin belirlenmesi amaciyla Ensemble-VEP programi kullanilarak gen diizeyinde
(kodlanan bolgeler 6zelinde) anotasyonlari yapilmistir (Ensemble-VEP 2020). Bu
calismalar sonucunda anotasyon verileri elde edilen farkliliklar karsilastirilmistir (Cizelge
4.2).
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Cizelge 4. 2. Orneklerin Meloidogyne incognita referans genomu (GCA 900182535.1)
kullanilarak filtrelenmis ve anotasyonu gerceklestirilmis varyant sayilari

Popiilasyon | SNP Sayisi INDEL Sayisi Toplam Anote Edilmis
Adi Toplam
N1 229594 113142 342736 68331
N2 221653 124671 346324 65889
N3! 254709 229333 484042 224900
N3? 242186 248757 490943 220032
N4 211051 118859 329910 63343

Bu ¢alismalar sonucunda dort popiilasyonda tespit edilen farkliliklarin 642495
adedinin anotasyonu yapilmistir (Cizelge 4.2). Sonrasinda anotasyon verileri elde edilen
bu farkliliklar arasinda karsilagtirilmalar yapilarak iligkilendirilmeye ¢alisilmistir.

Referans genom baz alinarak yapilan degerlendirmeler sonucunda aviriilent N1
ve segilmis viriilent N3* karsilastirildiginda; sadece N1°de bulunan farklilik sayis1 66901;
sadece N3'’de bulunan farklilik sayis1 223472; N1 ve N3%’de ortak olarak bulunan
farklilik sayisi ise 1431°dir.

N3 6rneginin ikinci kez yapilan okuma sonucu elde edilen verilere gore analizler
yapilmistir. Referans genom baz alinarak yapilan degerlendirmeler sonucunda aviriilent
N1 ve segilmis viriilent N3? karsilastirldiginda; sadece N1°de bulunan farklilik sayist
67009; sadece N3%’de bulunan farklilik say1s1 218709; N1 ve N3%de ortak olarak bulunan
farklilik sayisi ise 1323’tiir.

N3 orneginin ilk okuma sonucuna gore; aviriilent popiilasyonlar (N1 ve N2) ile
Mi-1 viriilent popiilasyonlar (N3! ve N4) arasinda; N1 ve N2’de bulunan ortak farklilik
sayis1 52091; N3* ve N4’te bulunan ortak farklilik sayis1 1398; N1-N2 ve N31-N4’te ortak
bulunan farklilik sayis1 1102; sadece N1-N2’de bulunan farklilik sayis1 50989; sadece
N3!-N4’te bulunan farklilik sayis1 ise 296’dur.

N3 6rneginin ikinci okuma sonucuna gore; aviriilent popiilasyonlar (N1 ve N2)
ile Mi-1 viriilent popiilasyonlar (N32 ve N4) arasinda; N32 ve N4’te bulunan ortak farklilik
sayist 1299; N1-N2 ve N32-N4’te ortak bulunan farklilik sayis1 1009; sadece N1-N2’de
bulunan farklilik sayis1 51082; sadece N3%-N4’te bulunan farklilik sayis1 ise 290°dir.

Aviriilent popiilasyonlar (N1-N2) ile dogal Mi-1 viriilent popiilasyon (N4)
arasinda; N1-N2 ve N4’te ortak bulunan farklilik sayis1 45845; sadece N1-N2’de bulunan
farklilik sayis1 6252; sadece N4’te bulunan farklilik sayisi ise 17512°dir. Calismanin bu
kisminda sadece Mi-1 viriilent popiilasyonlarda tespit edilen farkliliklarin kok-ur
nematodlarinda gozlemlenen Mi-1 viriilensligi agisindan 6nemli olabilecegi tahmin
edilmektedir.
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Elde edilen varyant listesinden daha anlamli farkliliklara ulasabilmek igin iki
farkli filtreleme daha yapilmistir. Bu filtrelemelerin ilkinde N1, N2 ve N4 6rneklerinin
tictinde de ortak olarak bulunan farkliliklar belirlenmis ve tiim bu 6rneklerden ¢ikarilmis,
kalan farkliliklar arasinda ise karsilastirma yapilmistir. N3 6rneklerinin diger 6rneklerle
ortiismesi ¢ok diisiik oldugu i¢in bu analize bu asamada dahil edilmemislerdir. Bu sekilde
ortak farkliliklarin belirlenmesi ve filtrelenmesi yoluyla, referans genomla dizilenen
tiirler arasindaki biiyiik farkliliklarin ortadan kaldirilmasi amaglanmustir.

Eger bir farklilik tiim bu orneklerde tespit edilmisse, bu {i¢ tiir arasinda ilgili
genom bolgesi agisindan bir farkin olmadigini gostermektedir. Tersi bir durum ise
farklilig1 belirtmektedir. Bu {i¢ 6rnek verilerinin karsilastirilma sonuglar1 Sekil 4.4’te
gosterilmistir.

Bu filtrelemeler sonucunda N1, N2 ve N4 6rneklerinin hepsinde de ortak bulunan
229696 varyant her bir 6rnek dosyasindan ¢ikarilmis, kalan dosyalar N1yeni, N2yeni,
N3yeni ve N4yeni olarak adlandirilmigtir. Farklilik sayilart ve anote edilmis farkliliklar
Cizelge 4.3'te listelenmistir. Uc Ornekte ortak olarak bulunan farkliliklar, dizileme
calismasmin ikinci kez yapildigi ve daha giivenilir sonuglarin elde edildigi N32
orneginden de ¢ikarilmistir. Fakat N1, N2 ve N4 6rneklerinde ortak olarak tespit edilen
bu 229696 farklihk N3? 6rnegi ile karsilastirildiginda sadece 1816 adedinin N32
orneginde bulundugu tespit edilmistir.

N1 N2
32213
58377 45607
229696
22450 38808
38956
N4

Sekil 4. 4. N1, N2 ve N4 orneklerinin farkliliklar agisindan ortak ve farkli yonlerinin
sayisal venn semasi
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Cizelge 4. 3. Filtrelenmis (ortak varyantlar uzaklastirilmis) ve anote edilmis varyant
sayilari

Popason | (i | Gy | PoPilason | Farkibk | Ornege Oned | GG B0
Sayisi Toplam Farklihklar!
N1 342736 68331 N1yeni 113040 58377 11833
N2 346324 65889 N2yeni 116628 45607 7570
N3? 490943 220032 N32yeni 489127 - -
N4 329910 63343 N4yeni 100214 38956 6659

! Nlyeni, N2yeni ve N4yeni iiglii karsilagtirma sonucu sadece bir drnege ait farkliliklar ve anotasyonlar

Yapilan ikinci filtrelemede ise tiim popiilasyonlarda ortak olan farkliliklarin
verilerden ¢ikarilmasi ile elde edilen farkliliklar, okuma derinligine gore bir filtrelemeye
daha tabi tutulmustur. Boylece yapilan okuma c¢alismalarindan kaliteli okunmus
varyantlarin filtrelenmesi amaglanmigtir.

Bu amagla, Nilyeni, N2yeni, N3%yeni, N4yeni dosyalarindaki varyantlarda
kapsama derinligi (DP) iizerinden filtreleme yapilmistir. Calismalarda sirasiyla DP>5,
DP>10, DP>15, DP>20, DP>30, DP>40, DP>50 filtreleri uygulanmistir. Caligsma sonucu
elde edilen farkliliklar ve anotasyonlari Cizelge 4.4°te listelenmistir.

Cizelge 4. 4. Farkliliklarin kapsama derinligine gore filtrelenmis sayilar

Popiilasyon | Farklilik DP>5 DP>10 DP>15 DP>20 DP>30 DP>40 DP>50
Adi Sayilar
Nlyeni 113040 91675 66899 40186 21091 5734 1835 1014
N2yeni 116628 102338 88029 72541 51825 18704 7066 2668
N32yeni 489127 421709 345426 291401 247578 171996 111300 65182
N4yeni 100214 83867 66803 45122 24702 6350 1892 770

DP degeri 20 ve 20'den biiyiik olan varyantlar daha giivenilir varyant listesi olarak
kabul edilmistir. Bu filtreyi gecen farkliliklar arasinda yapilan {i¢li karsilastirma sonucu
Sekil 4.5°te verilmistir.
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N1 N2

11272 6565 35934

3254 9326

12122

N4

Sekil 4. 5. DP>20'ye gore filtrelenmis N1, N2 ve N4 farklilik sayilarinin venn semasti

N1, N2 ve N4 orneklerinde ortak olarak yer alan varyantlarin tiim 6rneklerden
cikarilmasi ve okuma derinligi 20’den yiiksek varyantlarin filtrelenmeleri sonucunda
kalan farkliliklarin anotasyonlari yapilmistir. Anotasyon verileri elde edilen bu
farkliliklar arasinda karsilastirmalar yapilarak s6z konusu farkliliklar iliskilendirilmeye
calisiimustir.

Aviriilent N1 ve se¢ilmis viriilent N32 karsilastirildiginda; sadece N1°de bulunan
farklilik say1s1 21009 olarak tespit edilmis, bunlardan 4095 tanesi anote edilmistir. Sadece
N32’te bulunan varyant sayis1 247496, bunlardan 131069 tanesi anote edilmistir. N1 ve
N3?’te ortak olarak bulunan varyant sayis1 ise 82 olarak bulunmus ve bunlardan sadece
43 tanesi anote edilebilmistir.

Aviriilent popiilasyonlar (N1 ve N2) ile Mi-1 viriilent popiilasyonlar (N3? ve N4)
arasinda; N1 ve N2 birlesiminde olup N32 ve N4 birlesiminde olmayan varyant sayisi
60159 olarak tespit edilmis, bunlardan 11677 tanesi anote edilmistir. N1 ve N2
birlesiminde olmayip N32 ve N4 birlesiminde olan varyant sayis1 259486 olarak
bulunmus, bunlardan 133342 tanesi anote edilmistir. N1 ve N2 birlesimi ile N32 ve N4
birlesiminde ortak bulunan varyant sayisi ise 12811 olarak belirlenmistir. Fakat bu
farkliliklardan sadece 2528 adedinin anotasyonu yapilabilmistir.

Aviriilent popiilasyonlar (N1-N2) ile Mi-1 viriilent popiilasyon (N4) arasinda ise;
N1 ve N2 birlesiminde olup N4'te olmayan varyant sayisi 53771 olarak bulunmustur. Bu
varyantlardan sadece 11795 tanesi anote edilmistir. N1 ve N2 birlesiminde olmayip N4'te
olan varyant sayis1 12122, bunlardan 2364 tanesi anote edilmistir. N1 ve N2 birlesimi ile
N4’te ortak bulunan varyant sayisi ise 12580 olarak bulunmus ve bunlardan yalnizca 2382
adedinin anotasyonu yapilabilmistir.
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Yapilan bu calismalar sonrasinda M. incognita’ya ait referans genomuna
(Meloidogyne_incognita_V3, GenBank assembly accession: GCA_900182535.1) Mi-1
viriilent ve aviriilent popiilasyonlarin genom dizilimlerinin hizalanmasi sonucunda tiim
izolatlarda 941408 adet farklilik (SNP ve INDEL) tespit edilmistir.

Tim o6rneklerde elde edilen bu farkliliklar gen diizeyinde de incelenmis ve her
ornek i¢in farklilik tespit edilen gen sayilar1 belirlenmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4. 5. Popiilasyonlarda farklilik tespit edilen gen sayilari

Popiilasyon Ad1 Farkhlik Tespit Edilen Gen Sayisi
N1 1302
N2 2903
N32 10583
N4 3356

Herbir ornekteki farklilik tespit edilen genlerin Ornekler agisindan ortak
olanlarinin belirlenmesi amaciyla ¢alismalar yapilmistir. Bu ¢alismalar N32 izolat: ile ve
bu izolat olmadan ayr1 ayr1 gergeklestirilmistir. Tiim izolatlarla yapilan ¢aligmalar sonucu
elde edilen wveriler Sekil 4.6’da verilmistir. Bu verilerden sadece aviriilent
popiilasyonlarda (N1-N2) ortak olarak tespit edilen 38 adet gen ile sadece Mi-1 viriilent
popiilasyonlarda (N32-N4) ortak olarak tespit edilen 169 genin Mi-1 viriilensligi agisindan
onemli olabilecegi diisiintilmektedir.

N3? izolat1 olmaksizin yapilan analizler sonucunda ise elde edilen veriler Sekil
4.7°de verilmistir. Bu verilerde ise 6zellikle sadece aviriilent popiilasyonlarda (N1-N2)
ortak olarak tespit edilen 60 gen ile sadece Mi-1 viriilent popiilasyonda (N4) tespit edilen
459 genin Mi-1 viriilensligi agisindan 6nemli olabilecegi diistiniilmektedir.
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N2

N32

Sekil 4. 6. Farklilik tespit edilen genlerin N1, N2, N32 ve N4 popiilasyonlarina gore
degerlendirilmesi

N1 N2

N4

Sekil 4. 7. Farklilik tespit edilen genlerin N1, N2 ve N4 popiilasyonlarina gore
degerlendirilmesi

N1, N2 ve N4 orneklerine ait ham dizileme verileri baska bir biyoinformatik
grubu tarafindan analiz edilmistir. Yapilan ilk analizlerde M. incognita referans
genomuna (GCA_900182535.1) gore izolatlarda toplamda 136508 adet SNP tespit
edilmistir. Elde edilen bu farkliliklardan N1 ve N2’de bulunmayip, N4’te bulunanlarin
filtrelemeleri sonucunda 159 adet SNP belirlenmistir. N1 ve N2’de bulunup, N4’te
bulunmayan farkliliklarin filtrelenmeleri sonucunda ise yalnizca 2 adet SNP tespit
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edilmistir. Dolayisiyla bu ¢alismalar sonucunda aviriilent 6zellikteki N1, N2 ile Mi-1
viriilent 6zellikteki N4 izolatlarinda M. incognita referans genomuna gore tespit edilen
toplamda 161 adet farkliligin M. incognita’larda gézlemlenen Mi-1 viriilensligi agisindan
onemli olabilecegi diisiiniilmektedir.

4.8.2. Orneklerin N1 genomu ile farkhliklarinin belirlenmesi

Referans genomun dizilenen 6rneklerle arasindaki biiyiik farkliliklardan dolayi,
N1 oOrneginin referans genom olarak kullanilmasi iizerine de ayrintili c¢aligmalar
yapilmistir. Burada, N1 6rnegine ait okuma verisi kullanilarak genom montaji1 (Genome
Assembly) gerceklestirilmistir. N1 tabanli genom montajinin referans genom olarak
kullanilmas iizerine ayrintili ¢aligmalar yapilmis, ancak bu ¢aligmalarin M. incognita
referans genomunu (GCA _900182535.1) baz alan ¢alismalardan elde edilen sonuglara
gore ek bir bilgi vermedigi ve bir avanta] saglamadigi gorilmistiir. Dolayisiyla
biyoinformatik ¢alismalarda ve sonrasinda yapilan analizlerde M. incognita referans
genomu temel alinmistir.

4.9. Viriilenslikle Tlgili Molekiiler Markorlerin Belirlenmesi

Mi-1 virlilent ve aviriilent M. incognita popiilasyonlarindan elde edilen genom
dizilimlerinde ¢ok sayida SNP ve INDEL belirlenmistir. Polimorfizm oraninin
beklenenden yiiksek olmasi PCR bazli molekiiler markor gelistirme siirecini uzatmistir.
Ciinkii bu polimorfik bolgelere 6zgii primerlerin dizayni, bunlarin PCR ¢alismalarinin
yapilmas1 ve fenotipik verilerle uyumlulugunun belirlenmesi gerekmektedir. Bu
caligmalar yogun is gilicli, zaman ve maliyet gerektirecektir. Bunun igin sonraki
arastirmalarda bu farkliliklar {izerine yogunlasilacaktir. Ayrica Mi-1 viriilent ve aviriilent
M. incognita popiilasyonlarinda tespit edilen ve viriilenslikle ilgili olabilecegi diistiniilen
farkliliklarin ¢aligilan popiilasyonlar basta olmak iizere daha genis popiilasyonlarda
dogrulanmasi bu markoérlerin giivenirliligini artirabilecektir.
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5. TARTISMA

Kok-ur nematodlari, kiiltiir bitkilerinde meydana getirdikleri ekonomik zararlar
ile bitki paraziti nematodlar igerisinde ilk sirada yer almaktadir (Jones vd. 2013). Bu
zararlilarla miicadelede ¢ok farkli yontemler kullanilmaktadir. Dayanikli gesitlerin
kullanimi en etkili yontemlerden biridir (Xu vd. 2001). Domateste kok-ur nematodlarina
dayaniklilik, Mi-1 geni tarafindan saglanmaktadir (Bailey 1941; Williamson 1998) ve bu
geni tasiyan dayanikli domates ¢esitleri domates yetistiriciliginde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Roberts ve Thomason 1986; Devran vd. 2010; Seid vd. 2015). Yiiksek
toprak sicakligi ve Mi-1 viriilent kok-ur nematod popiilasyonlar: bu genin kullanimini
simirlandiran 6nemli etkenlerdir. Yapilan calismalarda 28°C’nin iizerindeki toprak
sicakliklarinda Mi-1 geninin sagladigi dayanikliligin kirildig: tespit edilmistir (Dropkin
1969b; Ozalp ve Devran 2018). Mi-1 viriilent kok-ur nematod popiilasyonlar: Amerika
(Kaloshian vd. 1996), Yunanistan (Tzortzakakis ve Goven 1996), Fas (Eddaoudi vd.
1997), ispanya (Ornat vd. 2001), Tiirkiye (Devran ve Sogiit 2010; Uysal ve Sogiit 2016a)
ve Israil (Iberkleid vd. 2014) gibi diinyanin farkli yerlerinde yapilan calismalarda tespit
edilmistir. Dolayisiyla tarimsal f{iretim yapilan alanlarda Mi-1 viriilent kok-ur
nematodlarinin olup-olmadiginin bilinmesi nematodlarla miicadele i¢in Onemlidir
(Devran ve Sogit 2010). Geleneksel olarak virtilent kok-ur nematodu tiirlerini
tanimlamak i¢in bitki testlemeleri yapilmaktadir. Bu calismalar ise yaklasik 2-6 ay
stirmekte, zaman almakta ve fazla is giicli gerektirmektedir (Castagnone-Sereno vd. 1993;
Semblat vd. 2000). Oysa ki viriilent popiilasyonlarin molekiiler olarak belirlenebilmesi,
hem analiz siiresinin kisaltilmasini saglayacak, hem de bu zararlilarla miicadelenin daha
etkin bir sekilde yapilmasina imkan sunabilecektir. Gliniimiizde farkli caligmalarda Mi-1
viriilent popiilasyonlarla iligkili molekiiler markorlerin Tiirkiye’den elde edilen kok-ur
nematodlarinda etkin sonu¢ vermedigi belirlenmistir (Mistanoglu vd. 2020). Bu
caligmada Mi-1 viriilent M. incognita ve aviriilent M. incognita popiilasyonlar arasindaki
farkliliklar1 DNA diizeyinde belirleyebilmek icin yeni nesil dizileme teknikleri
kullanilarak popiilasyonlarin tiim genom dizilim analizleri (Whole Genome Sequence)
yapilmigtir. Popiilasyonlar arasi dizilim analizleri karsilastirilarak elde edilen
farkliliklarin [SNP (Single Nucleotide Polymorphism), INDEL (Insertion ve Deletion)]
viriilenslikle iligkisi olup-olmadig: arastirilmastir.

Caligmada kullanilan popiilasyonlarin M. incognita’ya ait ve saf kiiltiir
(monoxenic pure culture) olmalar1 dizilim c¢alismalarindan elde edilen sonuglarin
dogrulugu igin gereklidir. Bunun igin 6nceki ¢alismalarda sebze tiretim alanlarindan elde
edilen ve nematoloji kiiltiir koleksiyonunda bulunan M. incognita’ya ait N1, N2, N4, N5
ve N6 popiilasyonlarinin iklim odasinda muhafazalari siirecinde baska kok-ur nematodu
popiilasyonlariyla bulagsmis olma ihtimalini ortadan kaldirmak i¢in tekrar saf kiiltiirleri
yapilmistir. M. incognita’nin saf kiiltiir islemleri 6nceki ¢aligmalarda da oldugu gibi kok-
ur nematodu popiilasyonlarinin tek yumurta paketlerinden ayni tiire ait saf kiiltiirler elde
edilebilmistir (Devran ve S6giit 2009; Mistanoglu vd. 2016; Catalkaya ve Devran 2019).
Saf kiiltiiri yapilan izolatlar, sonraki galismalarda kullanmak tizere g¢ogaltilmistir.
Aviriilent M. incognita’ya ait N1 izolati dayanikli domates bitkisi lizerinde siirekli
cogaltilarak Mi-1 viriilent 6zellik kazandirilmistir. Bunun i¢in N1 popiilasyonuna ait
yaklasik 1000 larva dayanikli Seval F1 domates fidelerine inokule edilmistir. inokulasyon
icin bitkilerin 4-5 gergek yaprakli donemde olmasi tercih edilmistir. Mistanoglu vd.
(2016), kok-ur nematod inokulasyonu i¢in domatesin 4-5 gercek yaprakli donemde
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olmasinin uygun oldugunu rapor etmislerdir. Ilk inokulasyondan elde edilen az sayidaki
yumurta kiimelerinin dayanikli domates fidelerine inokulasyonu ve bunun 5 (bes) kez
tekrarlanmas1 sonucunda aviriilent Ozellikteki N1 popiilasyonunun viriilent 6zellik
kazandig1 gortiilmistiir. Jarquin-Barberena vd. (1991), Mi-1 genine kars1 M. incognita’ya
ait aviriilent, dogal viriilent ve aviriilent popiilasyondan elde edilen 2 adet se¢ilmis
viriilent olmak iizere dort izolatin viriilensliklerini analiz etmisler ve secilmis viriilent
popiilasyonlardan birinin 12 (recent virulent), digerinin ise 21 (old virulent) nesil boyunca
dayanikli domates fidelerinde iiretimine devam edilmistir. Calisma sonucunda
popiilasyonlardan dogal viriilentin 9 nesil boyunca hassas fideler iizerinde cogaltildig:
fakat virtilensligini kaybetmedigi, se¢ilmis viriilent popiilasyonlardan”old virulent”in ise
21 nesil gogaltilmasi sonucunda viriilensliginin arttig1 tespit edilmistir. Xu vd. (2001),
viriilenslikle iligkili molekiiler markor belirlemek igin, M incognita, M. javanica ve M.
arenaria tiirlerine ait aviriilent, dogal virlilent ve se¢ilmis viriilent popiilasyonlari
tizerinde ¢alismiglar ve segilmis virlilent popiilasyonu, aviriilent bir popiilasyonun
dayanikli domates g¢esitinde 16 nesil boyunca ¢ogaltilmasi ile elde ettiklerini
bildirmislerdir. Bir diger calismada, Molinari ve Caradonna (2003), M. incognita, M.
arenaria ve M. javanica’ya ait aviriilent, virlilent ve se¢ilmis viriilent 16 farkli kok-ur
nematodu popiilasyonunun {ireme indekslerini belirleyebilmek amaciyla yapilan
calismada viriilent popiilasyonlarin dayanikli ve hassas fideler {izerinde viriilensliklerini
koruduklar1 ve elde edilen secilmig viriilent popiilasyonlarin da viriilesliklerinin nesiller
ilerledikge arttigin1  belirtmislerdir. Calisma kapsaminda elde edilen “N3”
popiilasyonunun nesiller ilerledik¢e dayanikli bitkiler {lizerinde olusturduklart ur ve
yumurta kiimelerinde de artis oldugu tespit edilmistir. Aviriilent N1 izolatindan viriilent
izolatin  olusturulmasi izolatlar arasindaki genomlarin viriilenslik agisindan
karsilastirilmasina  imkan vermistir. Boylece M. incognita popiilasyonlarinda
gozlemlenen Mi-1 viriilensligi hakkinda daha fazla veri elde etmemize imkan
saglayabilmistir.

Saf kiiltiirleri olusturulan M. incognita izolatlarinin (N1, N2, N3, N4, N5 ve N6)
tire 6zgli MincF1/MincR1 primer ¢ifti (Devran vd. 2018) kullanilarak dogrulanmasi
yapilmis ve beklendigi gibi M. incognita’ya 6zgii DNA bandi elde edilmistir. Bu
sonuglar, Devran vd (2018) ile uyumluluk gostermistir. Boylece dizileme ¢aligmalarinda
kullanilan M. incognita izolatlar1 molekiiler diizeyde tiire 6zgii primerle dogrulanmustir.

Meloidogyne incognita aviriilent izolatlarin1 ¢ogaltmak i¢in Tueza Fi, viriilent
izolatlarin1 ¢ogaltmak igin ise Seval F1 domates ¢esitleri kullanilmistir. Bu ¢esitlere ait
fidelerin Mi-1 geni tasiyip tasimadigi Mi23F/Mi23R primerleri (Seah vd. 2007b)
kullanilarak belirlenmistir. Bu primer ¢ifti kullanilarak homozigot duyarli, homozigot
dayanikli ve heterezigot dayanikli bitkilerden elde edilen bantlar adi gegen primer seti
kullanilarak yapilan onceki ¢aligmalarla paralellik gostermistir (Seah vd. 2007b; Devran
vd. 2013). Izolatlarmn aviriilent ve viriilent dzelliklerine gore gerekli olan bitkilerde
cogaltma islemleri basariyla ve sorunsuz bir sekilde yapilmistir.

Kok-ur nematod popiilasyonlarinda gozlemlenen viriilenslige bagli molekiiler
markdrler gelistirmek {izerine bazi galismalar yiiriitiilmiistir. Semblat vd. (2000) M.
incognita, M. javanica ve M. arenaria tirlerine ait Mi-1 virlilent ve avirilent
poplilasyonlar arasinda AFLP markorleri kullanilarak belirlenen 1550 farkliligin
(polimorfizm) viriillenslikle ilgili olmadigini tesbit etmislerdir. Yapilan bir diger
calismada farkli tarimsal {iretim alanlarindan elde edilen M. incognita, M. javanica ve M.
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arenaria tiirlerine ait secilmis viriilent, dogal viriilent ve aviriilent popiilasyonlar RAPD
markorler kullanilarak arastirilmis ve bulunan polimorfizmler SCAR primerlerine
cevrilmistir. Gelistirilen SCAR primerleri dogal ve segilmis viriilent popiilasyonlari
birbirlerinden ayrramamistir (Xu vd. 2001). Bir diger ¢alismada bu SCAR markdrleri
vasitasiyla elde edilen Meloidogyne cinsine ait viriilenslik lokuslarina (MVC) ait sekans
bilgilerinin Caenorhabditis elegans’da dahil higbir nematod tiiriiniin ya da herhangi bir
Okaryotik organizmanin genom bilgisiyle iliskili olmadigi ve bunlarin Comamonadaceae
familyasindan Betaproteobacteria’ nin yedi cinsine (2 adet Acidovorax spp., Delftia spp.,
Polaromonas spp., Rhodopherax spp., Variovorax spp. ve Verminephrobacter spp. ) ait
genom bilgileri ile % 71-88 oraninda yakin iligkili oldugu belirlenmistir (Cortada vd.
2011). Onceki ¢alismalarda viriilenslikle ilgili oldugu belirtilen molekiiler markérlerin
Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanan Mi-1 viriilent ve aviriilent kok-ur nematod
popiilasyonlarini1 ayirmadigi belirlenmistir (Mistanoglu vd. 2020). Bu durumda kok-ur
nematodlarinda goézlemlenen varyasyonlarin 6zgiin markdr bolgeleri iizerinden
calisilmasinin, tlirlerin i¢ ige girmis kokenleri nedeniyle basarisiz olabilecegi
diistiniilmektedir (Lunt vd. 2014).

Virtilenslikle ilgili molekiiler markorler arasindaki farkliklarin olmasi daha fazla
bilgi edinmek icin ¢aligmalarin genom diizeyinde yapilmasinin gerekli olabilecegini
gostermistir. Bu ¢aligmada M. incognita’ya ait viriilent ve aviriilent izolatlar arasindaki
farkliliklar tam genom diizeyinde yiiriitiilmistiir. Genom dizileme calismalar igin elde
edilen DNA’nin miktar1 ve kalitesi 6nemli bir kriteri olusturmaktadir. Bunun igin
oncelikle M. incognita izolatlarina ait larvalardan izole edilen DNA’larin kantite ve kalite
Olgtimleri yapilmistir. Niikleik asit konsantrasyonlari rutin olarak agaroz jel eletroforezi,
absorbans, floresan boya baglama ve dijital PCR yontemleri ile 6l¢iilebilmektedir (Vinod
2004; Lee vd. 2014; Li vd. 2014; He vd. 2017). Bu teknikler igerisinde en ekonomik, basit
ve en hizli yontem Lambda () DNA’nin bir standart olarak kullanildigi agaroz jel
elektroforez 6l¢iimleridir (Vinod 2004; Lee vd. 2014). Bu ¢alismada oncelikle her izolata
ait 1000 ve 10000 bireyden izole edilen DNA’larin Ol¢iimleri Lambda (A) DNA
kullanilarak agaroz jelde yapilmistir. 1000 bireyden elde edilen DNA’larin agaroz jelde
daha silik bantlar olusturduklari, buna karsin beklendigi gibi 10000 bireyden elde edilen
DNA’larin ise daha parlak bantlar olusturduklari belirlenmistir. Lambda DNA
kullanilarak DNA’larin yaklagik olarak miktarlarinin tespit edildigi 6nceki ¢alismalarda
rapor edilmistir (Bhat vd. 2010; Sedlackova vd. 2013). Calismada elde edilen sonuglar
onceki calismalar ile benzerlik gostermistir. DNA oOrneklerinin dizilim analizine
alinmadan once kalitelerinin belirlenmesi gerekmektedir. Bunun igin dizilim analizi
hizmeti alinan firmada PicoGreen teknigi kullanilarak 6l¢iimler yapilmistir. PicoGreen,
DNA kalitesinin 6lglilmesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Ahn vd. 1996; Dragan
vd. 2010). Bu yontem DNA’nin biiyiikliigiinden, karmagikligindan etkilenmeden DNA
kalitesinin belirlenmesinde kullanilabilen en uygun yontemlerden biridir (Bhat vd. 2010;
Dragan vd. 2010). Calisma kapsaminda, 1000 ve 10000 adet M. incognita bireylerinden
elde edilen DNA’lar PicoGreen yontemi kullanilarak dizileme hizmeti alinan firmada
Ol¢iilmiistiir. 1000 bireyden elde edilen DNA’larin dizileme i¢in yeterli olmadigi, 10000
bireyden elde edilen DNA’larin ise dizilemede kullanilabilecek kalitede olduklari tespit
edilmistir. Boylelikle dizileme c¢alismalarinda kullanilacak DNA’larin her bir M.
incognita popiilasyonunun 10000 bireyinden elde edilmesi gerektigi belirlenmistir. Bu
caligmada kullanilan iki ayr1 teknik ile elde edilen bulgular birlikte degerlendirildiginde
dizileme i¢in en uygun olan DNA Kkalitesine ulasabilmek icin gerekli olan M. incognita
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birey sayisi tespit edilmis ve ¢alisma bu bilgilere gére yapilmistir.

Calismada tiim genom dizilim analizleri Illumina HiSeq X 10 (lllumina Inc.,
ABD) cihaz1 ve Illumina sekanslama ya da sentezleyerek dizileme (SBS-sequencing by
synthesis) teknigi kullanilarak ¢ift yonlii okuma (PE 2X150 bp) seklinde
gergeklestirilmistir. Bu teknikte cogaltilan DNA parcalar1 herbir dongiide bir bazin
belirlenmesiyle okunmaktadir. Bu islem diiz ve ters yonde iki defa gerceklestirilerek
tekrarli ve daha dogru sonuglarin alinmasi saglanmaktadir (Lakdawalla vd. 2013). Bu
nedenle Illumina HiSeq dizileme sistemi ozellikle ikinci nesil dizileme sistemleri
icerisinde en basarili olan ve son zamanlarda en c¢ok tercih edilen sistem olarak
bilinmektedir (Greenleaf ve Sidow 2014). Nematoloji alaninda yapilan dizileme
calismalarindan Caenorhabditis elegans’la ilgili calismada Yeast Artificial Chromosome
(YAC) temelli parmak izi (fingerprinting) teknigi kullanilirken, diger caligmalarin
tamamina yakininda whole-genome shotgun sequencing teknigi kullanilmistir (The C.
elegans Sequencing Consortium, 1998; Stein vd. 2003; Ghedin vd. 2007; Dieterich vd.
2008; Opperman vd. 2008; Abad vd. 2008). Son donemde yapilan sekanslama
caligmalarinda ise Illumina HiSeq diger dizileme platformlarina gére daha basit bir
kullanima sahip olmasi, dizileme maliyeti en diisiik sistem olmast, her bir islem sonrasi
en biiyiik ¢iktiyr verebilmesi, daha fazla kullanim alanina sahip olmasi gibi nedenlerden
dolay1 daha ¢ok tercih edilmektedir (Liu vd. 2012; Cotton vd. 2014; Lunt vd. 2014; Eves-
van Den Akker vd. 2016; Zheng vd. 2016; Sato vd. 2018; Somvanshi vd. 2018;
Masonbrink vd. 2019; Susi¢ vd. 2020). Bu c¢alismada da Illumina HiSeq kullanilarak
analizler gerceklestirilmistir.

Dizileme islemleri icin 6 6rnek (N1, N2, N3, N4, N5 ve N6) analizlere alinmstir.
Dizileme ¢alismalar1 sonrasi 6 6rnekten 2°sinin (N5 ve N6) verilerinin biyoinformatik
analizler icin yeterli kalitede olmadigi tespit edilmistir. Bu durumda Illumina
protokollerinin uygulanmasi sirasinda ¢apraz baglar, kirilmalar, tek sarmalli DNA
birikimi ve diger DNA hasar bigimleri gibi olast nedenlerden dolay1 enzimatik kesim ve
dizileme islemlerinden saglikli sonuclar alinamadigi diistiniilmektedir. Ayrica s6z konusu
popiilasyonlara ait kalip DNA’larin kirletici unsurlarla bulasik olmasi ya da uzun siire
eriyik kalmasindan kaynakli olabilecegi de distiniilmektedir. Cok fazla, ¢cok az veya
diisiik kaliteli bir DNA’nin kullanimi, DNA’ da bulasikligin olmas1 ya da DNA yapisinin
bozulmas: gibi nedenlerden dolay1 dizileme islemlerinde saglikli sonuglar elde
edilemedigi bilinmektedir (Anonymous 2020a, 2020b). Ozellikle DNA’nin uzun siire
eriyik kalmas1 gibi bir nedenden dolay1 yapisinin bozulmasi ve dizileme ¢aligsmalarindan
sonu¢ alinamamast oldukga sik goriilen bir durum oldugu belirtilmistir (Anonymous
2020c). Biyoinformatik analizlerinde istenilen sonucu vermeyen iki 6rnegin bu durumdan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Referans genoma gore genom analizleri basari ile yapilan M. incognita’ya ait 4
izolatin (N1, N2, N3 ve N4) biyoinformatik analizleri ger¢eklestirilmistir. Bu 4 izolatin
dizilim caligmalar1 ortalama 30X coverage degeriyle yapilmis ve 6nemli verilerin elde
edilmesini saglamistir. Bununla birlikte coverage sayisinin daha yiiksek olmasi daha fazla
verinin elde edilmesine imkan verebilecektir. Fakat bu durum analiz maliyetini oldukga
artirabilecektir.

Calismanin ilk asamasinda Mi-1 viriilent ve aviriilent popiilasyonlardan elde
edilen dizilim wverilerinin M. incognita referans genomuna (GCA_900182535.1)
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hizalanmasi sonucunda SNP’ler ve INDEL’ler tespit edilmis ve bunlarin anotasyonu
yapilmustir. Bu calismalarda 6zellikle Mi-1 viriilent (N3!, N3? ve N4) ve aviriilent (N1 ve
N2) popiilasyonlarda tespit edilen farkliliklarin degerlendirilmeleri sonucunda aviriilent
(N1 ve N2) ve Mi-1 viriilent popiilasyonlarda (N3! ve N4) ortak bulunan 1102 farklilik
ile, (N3? ve N4) 1009 farklilik ve de sadece viriilent popiilasyonlarda (N3* ve N4) bulunan
296 farklilik ile, (N32 ve N4) 290 farklilik dikkat ¢ekicidir. Calisma kapsaminda sadece
Mi-1 viriilent popiilasyonlarda tespit edilen bu farkliliklarin kok-ur nematodlarinda
gozlemlenen Mi-1 viriilensligi a¢isindan 6nemli olabilecegi tahmin edilmektedir.

Bu c¢alismalara ilave olarak varyant listesinden daha anlamli farkliliklara
ulagabilmek i¢in iki farkl filtreleme gergeklestirilmistir. Bu filtrelemelerin birincisinde
N1, N2 ve N4 6rneklerinin {i¢linde de ortak olarak bulunan farkliliklar tespit edilmis ve
tiim orneklerden ¢ikarilmistir. Bunun nedeni eger bir farklilik tiim bu 6rneklerde tespit
edilmisse, aslinda bu {ig tiir arasinda ilgili genomik bolgede bir farkin bulunmamasidir.

Bu ¢alismada sec¢ilmis viriilent 6zellikte olan N3 popiilasyonuna ait verilerin,
farkliliklarin belirlenmesi asamasinda kullanimi analiz yOntemlerini gili¢lestirmistir
Ciinkii N3 orneklerinden elde edilen verilerin diger 6rneklere ait verilerle benzerlikleri
olduk¢a diisiik bulunmustur. Buda o6rneklerdeki ortak farkliliklarin belirlenmesinde
farkliliklara neden olabildigi goriilmistiir. Nitekim N1, N2 ve N4 popiilasyonlarinda
tespit edilen ortak farkliliklarin dizileme calismasinin ikinci kez yapildigi ve daha
giivenilir sonuglarin elde edildigi N32 6rnegi ile analizleri sonucunda bu ii¢ popiilasyonda
belirlenen 229696 adet farkliliktan sadece 1816 adedinin N32 6rneginde bulundugu tespit
edilmistir. Ikinci analizde ise ortak farkliliklarin ¢ikarilmasi sonucu elde edilen veriler
okuma derinliklerine gore bir filtrelemeye tabi tutulmustur. Boylece tespit edilen
varyantlardan kaliteli okunmus olanlarinin filtrelenmesi amaglanmigtir. Bu ¢aligmalarda
okuma derinligi 20’den biiyiik olan varyantlar filtrelenmis ve daha giivenilir farkliliklar
olarak raporlanmistir. Bu filtrelemeler sonucunda Ozellikle sadece aviriilent
popiilasyonlarda ortak bulunan 6565 adet farklilik ile, Mi-1 viriilent popiilasyonlarda
bulunup aviriilent popiilasyonlarda olmayan 272280 adet farkliligin Mi-1 viriilensligi ile
ilgili yapilacak calismalarda 6nemli olabilecegi tahmin edilmektedir.

Nematoloji alaninda genom dizileme ¢alismasi ilk kez model organizma olan C.
elegans ile yapilmistir (The C. elegans Sequencing Consortium 1998). Daha sonra
sirastyla C. briggsae (Stein vd. 2003), Brugia malayi (Brug 1928) Buckley 1960 (Ghedin
vd. 2007), Pristionchus pacificus Sommer vd. 1996 (Dieterich vd. 2008), M. hapla
(Opperman vd. 2008), M. incognita (Abad vd. 2008), Bursaphelenchus xylophilus
(Kikuchi vd. 2011), M. floridensis (Lunt vd. 2014), Globodera pallida (Cotton vd. 2014),
Globodera rostochiensis (Wollenweber 1923) Skarbilovich 1959 (Eves-van Den Akker
vd. 2016), Ditylenchus destructor (Zheng vd. 2016), Globodera ellingtonae (Phillips vd.
2017), M. arenaria (Sato vd. 2018) ve M. graminicola (Somvanshi vd. 2018), Heterodera
glycines (Masonbrink vd. 2019), Radopholus similis (Mathew vd. 2019) ve M. luci (Susi¢
vd. 2020) tiirlerinin dizileme ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. M. incognita tiiriiniin tim
genomunun dizilenmis olmas1 6nemli bir bilgi sunmaktadir (Abad vd. 2008; BWA 2019;
Meloidogyne incognita (Southern root-knot nematode) representative genome 2017). M.
incognita referans genomunun kullaniminin yaninda farkli bir yaklagim olarak ¢alismay1
zenginlestirmek i¢in popiilasyonlardan N1’i referans genom kabul ederek “de novo”
calismada yapilmistir. Benzer yaklasim Onceki ¢alismalarda da kullamilmistir (Blanc-
Mathieu vd. 2017; Sato vd. 2018). Elde edilen verilerin mevcut dizileme verileri ile
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eslesmemesi ya da ¢ok fazla eslesmeyen bolgelere sahip olmasi M. incognita’nin
allopoliploid (genetik olarak birbirinden farkli kromozom takimlarinin bir araya gelmesi
ile olusan organizma) yapisindan ya da dizilemede kullanilan programlar-sistemler
vasitasiyla daha detayli verilere ulasilmis olmasindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir
(Blanc-Mathieu vd. 2017).

Meloidogyne incognita’nin aviriilent ve Mi-1 viriilent popiilasyonlarinin tam
genom dizilemesi yapilarak ilk kez bu calismada karsilastirilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda dogal Mi-1 viriilent popiilasyonda (N4) aviriilent popiilasyonlardan (N1 ve
N2) 12122 adet farklilik tespit edilmistir. Segilmis Mi-1 viriilent popiilasyonun (N3?) ise
aviriilent popiilasyonlardan (N1 ve N2) 247578 adet farklilig1 oldugu belirlenmistir.
Ancak dogal ve secilmis Mi-1 viriilent popiilasyonlarda (N3 ve N4) ortak olarak tespit
edilen 290 adet farkliligin kok-ur nematodlarindaki Mi-1 virtilensligi ile ilgili olabilecegi
tahmin edilmektedir.

Calisma kapsaminda belirlenen farkliliklar etkinliklerinin anlasilabilmesi
amaciyla gen diizeyinde de incelenmistir. Tespit edilen farkliliklarin ii¢ popiilasyonda
(N1, N2 ve N4) toplamda 7561 adet gende bulunduklari belirlenmistir. Bu genler tizerinde
yapilan detayli ¢alismalar sonucunda ise Ozellikle aviriilent popiilasyonlarda (N1-N2)
ortak olarak tespit edilen 60 adet gen ile sadece Mi-1 viriilent popiilasyonda (N4) tespit
edilen 459 adet genin Mi-1 viriilensligi agisindan 6nemli olabilecegi diigiiniilmektedir.

Dizileme c¢alismalarindan elde edilen ham verilerden daha anlamli sonuglara
ulagabilmek amaciyla University of Worcester ve University of Exeter’deki
biyoinformatik uzmanlari tarafindan ayrica analizler yapilmistir. Bu analizlerde N32
ornegi, referans genoma ve diger drneklere gore ¢ok fazla farklilik géstermesinden dolayi
analize dahil edilmemis ve analizler sadece N1, N2 ve N4 Orneklerinde
gerceklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda ise ii¢ popiilasyonda (N1, N2 ve N4)
referans genoma (GCA_900182535.1) gore 136508 adet farklilik tespit edilmistir. Tespit
edilen bu farkliliklardan aviriilent 6zellikteki N1 ve N2’de bulunmayip, Mi-1 viriilent
ozellikteki N4’te bulunanlarin 159 adet oldugu, aviriilent 6zellikteki N1 ve N2 bulunup,
Mi-1 viriilent 6zellikteki N4’te bulunmayanlarin ise 2 adet oldugu tespit edilmistir.
Ozellikle M. incognita referans genomuna (GCA_900182535.1) gore tespit edilen bu 161
adet farkliligin Mi-1 viriilensligi agisindan 6nemli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Meloidogyne incognita’nin gelismesine ve konukgularina adaptasyonunun
epigenetik (gen ifadesi veya hiicresel fenotipte DNA dizisinden bagimsiz olan
mekanizmalarin yol agti1 nesilden nesile aktarilabilen degisiklikler) kontrol altinda olup
olmadig1 arastirilmistir. Kok-ur nematodlarinin kromatin yapisindaki degisiklikler ya da
DNA metilasyonu ve post translasyonal histon modifikasyonlar1 gibi cesitli gelisim
asamalarinda elde edilen ekspresyon verileri incelenmis fakat kok-ur nematodlarinda
gozlemlenen virlilentligin epigenetik temelli olup olmadigi ile ilgili net sonuglara
ulagilamamustir (Perfus-Barbeoch vd. 2014; Pratx vd. 2018). Ancak séz konusu
caligmalardan farkli olarak Mi-1 viriilent ve aviriilent M. incognita popiilasyonlarinin
genomlarinda yeni nesil dizileme teknikleri sonucu tespit edilen SNP’ler ve INDEL’lerin
virtilenslikle iligkilerinin olabilecegi gosterilmistir.
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6. SONUCLAR

Domates tek yillik bir bitki olup, anavatan1 Orta ve Giliney Amerika olmasina
ragmen diinya lizerinde hemen hemen tiim bolgelerde iiretimi yapilabilen en 6nemli
sebzelerden biridir. Hastalik ve zararlilar domates {iretiminde énemli verim kayiplarina
neden olmaktadir. Bu zararlilarin en 6nemlilerinden biri ise kok-ur nematodlaridir. Kok-
ur nematodlarmin (Meloidogyne spp.) diinya genelinde sadece domateslerde neden
olduklar1 verim kayiplarinin % 42-54 oranlarinda oldugu belirtilmektedir (Netscher ve
Sikora 1990). Tarimsal {iiretimde kok-ur nematodlariyla miicadelede ise toprak
solarizasyonu, biyolojik miicadele, kimyasal miicadele ve kiiltiirel miicadele(dayanikli
gesitlerin ve anaglarin kullanimi) gibi ¢ok farkli yontemler bulunmaktadir (Devran vd.
2010; Karssen ve Moens 2006). Kimyasallarin kullanilmas1 g¢evresel acidan onemli
sorunlara neden olabilmektedir (Ornat vd. 2001; Hockland vd. 2006). Bu nedenle
dayanikli g¢esitlerin kullanilmas1 kimyasallarin neden oldugu c¢evresel sorunlari
azaltmakta ve miicadele i¢in en yaygin ve etkin yontemlerden birisini olusturmaktadir
(Tzortzakakis ve Gowen 1996). Kok-ur nematodlarina karsi dayaniklilik ilk kez yabani
domates tiirlerinden Solanum peruvianum’da bulunmustur (Bailey 1941). Domateste,
kok-ur nematodlarina karst miicadelede kullanilan ve dayaniklilik saglayan ise Mi-1
olarak adlandirilan dominant bir gendir (Williamson, 1998). Mi-1 geninin kullanimini
siirlayan en 6nemli etken ise viriilent kok-ur nematodu popiilasyonlaridir (Devran ve
Sogiit 2010). Mi-1 virtilent kok-ur nematod popiilasyonlar1 Amerika (Kaloshian vd.
1996), Yunanistan (Tzortzakakis ve Goven 1996), Fas (Eddaoudi vd. 1997), Ispanya
(Ornat vd. 2001), Tiirkiye (Devran ve Sogiit 2010; Uysal ve Sogiit 2016a) ve Israil
(Iberkleid vd. 2014) gibi diinyanin farkli yerlerinde yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir.

Mi-1 viriilent kok-ur nematodu popiilasyonlarinin tarimsal {iretim yapilan
alanlardaki varliklarinin bilinmesi nematodlarla miicadele i¢in onemlidir (Devran ve
Sogiit 2010). Geleneksel olarak kok-ur nematodu tiirlerine ait bu 0Ozelligin
belirlenebilmesi i¢in bitki testlemeleri yapilmaktadir. Bu ¢aligmalar ise yaklasik 2-6 ay
stirmekte, zaman almakta ve fazla is giicii gerektirmektedir (Castagnone-Sereno vd. 1993;
Semblat vd. 2000). Oysa ki viriilent popiilasyonlarin molekiiler olarak belirlenebilmesi,
hem analiz siiresinin kisaltilmasini saglayacak, hem de bu zararlilarla miicadelenin daha
etkin bir sekilde yapilmasina imkén sunabilecektir. Giiniimiize kadar AFLP (Semblat vd.
2000; Neveu vd. 2003), RAPD ve SCAR (Xu vd. 2001), Map-1 genleri (Semblat vd.
2001; Castagnone-sereno vd. 2009; Tomalova vd. 2012) ya da viriilentlikle ilgili oldugu
diistiniilen HM1, HM2, HM11, HM12 (Castagnone-Sereno vd. 2015) gibi farkli gen
bolgeleri ve teknikler kullanilarak yapilan ¢calismalarda elde edilen molekiiler markorlerin
virlilensligin tanimlanmasinda kullanilabilecegi rapor edilmistir. Fakat bu molekiiler
markorlerin Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanan Mi-1 viriilent ve aviriilent kok-ur
nematod popiilasyonlarin1 ayirmadigi belirlenmistir (Mistanoglu vd. 2020). Dolayisiyla
kok-ur nematodlarinda gézlemlenen Mi-1 viriilentligi ile ilgili daha detayl bilgilerin elde
edilebilmesi amaciyla Mi-1 viriilent ve aviriilent kok-ur nematodu popiilasyonlarinin
genom diizeyinde farkliklar1 arastirilmistir. Ilumina HiSeq X 10 cihazi kullanilarak gift
yonlii okuma (PE 2X150 bp) ile M. incognita’nin aviriilent ve Mi-1 viriilent
popiilasyonlarinda tiim genom dizilim analizleri gergeklestirilmistir.

Bu calisma sonucunda elde edilen veriler anlamlandirilabilmek amaciyla ilk

olarak M. incognita referans genomuna (GCA_900182535.1) haritalanmistir. Aviriilent
ve Mi-1 viriilent popiilasyonlar arasinda 17512 adet polimorfizm tespit edilmistir. Ikinci
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yaklasim olarak tiim izolatlarda ortak bulunan 229696 adet varyant analizden
cikarilmistir. Ugiincii yaklasim olarak geri kalan veriler okuma derinligine gére (DP>20)
yapilan filtreleme ¢alismalar1 sonucunda Mi-1 viriilent ve aviriilent popiilasyonlar
arasinda 12122 adet polimorfizm tespit edilmistir. Dordiincti yaklasim olarak da
polimorfizm sayisin1 azaltmak i¢in N1 popiilasyonuna ait veriler referans genom olarak
degerlendirilerek “de novo” analizleri yapilmistir. Fakat “de novo” galismalarindan elde
edilen verilerin M. incognita referans genomu ile yapilan ¢alismalara gore ek bir bilgi
vermedigi ve bir avantaj saglamadigi belirlenmistir.

Dizileme ¢alismalar1 sonucunda ii¢ popiilasyondan (N1, N2 ve N4) elde edilen
ham verilerin baska bir biyoinformatik grubu tarafindan referans genomuna
(GCA 900182535.1) gore analiz edilmis ve izolatlarda tespit edilen 161 adet SNP’in Mi-
1 viriilenslikle iligkili olabilecegi belirlenmistir. Bu SNP’lerin gelecekde yapilacak
calismalarda dogrulanamasi gerekmektedir.

M. incognita’nin segilmis, dogal Mi-1 viriilent ve aviriilent popiilasyonlarinda
yeni nesil dizileme tekniklerinin kullanilarak tiim genom dizileme c¢alismalarinin
yapilmasi tilkemiz nematoloji ¢alismalari agisindan bir ilk olma 6zelligi tasimaktadir.

Calismada hem dogal viriilent popiilasyonun hem de secilmis viriilent
popiilasyonun olmas1 konuyla ilgili daha fazla bilgi olusturulmasina imkan verebilmistir.

Bu ¢alismada elde edilen farkliliklar (SNP’ler ve INDEL’ler), ileride yapilacak
calismalarda PCR markorlerine doniistiiriilebilecektir. Bu markdorler daha genis kok-ur
nematodu popiilasyonlarinda testlenerek etkinlikleri belirlenebilecektir. Boylece farkli
tarimsal Uretim alanlardan elde edilen kok-ur nematodlarinda gézlemlenen Mi-1
virtilensliginin ayn1 genetik mekanizmalar tarafindan gergeklesip gergeklesmedigi tespit
edilebilecektir. Ayrica ¢alismada kullanilan yeni nesil dizileme analizlerinin diger bitki
paraziti nematodlarda da kullanimina imkan verebilecektir.
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