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OZET

Mi-1.2 GENININ SAGLADIGI DAYANIKLILIKTA ROL ALAN GENLEBiN
Meloidogyne incognita'Y A KARSI TRANSKRIPSIYON SEVIYELERININ
qRT-PCR ILE ARASTIRILMASI

Tevfik OZALP
Doktora Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Danmisman: Prof. Dr. Ziibeyir DEVRAN
Temmuz 2021; 97 sayfa

Kok-ur nematodlari, domateste verim ve kalite kaybina neden olan zararlilardan
biridir. Domateste Mi-1.2 geni, en yaygin kok-ur nematodu tiirleri olan Meloidogyne
incognita, M. javanica ve M. arenaria’ya kars1 dayaniklilik saglamaktadir. Ancak, Mi-
1.2 viriilent popiilasyonlarin giderek yayginlasmasi bu genin etkinligini ciddi 6l¢iide
siirlandirmaktadir.

Nematodun beslenmeye basladigi bélgede nematod ve bitki arasinda uyumlu ve
uyumsuz iligskisinde birgok genin ifadesinde degisimler gozlenmektedir. Mi-1.2 geninin
sagladigr dayanmiklilikta bir¢ok gen etkili olmaktadir. Bu genlerin nematod enfeksiyon
stirecindeki ifade diizeylerinin bilinmesi miicadele stratejilerinin gelistirilmesinde 6nemli
olabilecektir. Bu tez kapsaminda Mi-/.2 geni ile birlikte dayamklilikla ilgili oldugu
diistintilen PR-Ia, PR-2, PR-5, WRKY72a, WRKY72b, WRKY45, WRKY3, glycogenin
glucosyltransferase, HsfAla, Hsp90 ve peroksidaz genleri ile ¢alisilmistir. Bu genleri
tastyan dayanikli ve duyarli domates bitkilerinin Meloidogyne incognita’nin Mi-1.2-
viriilent (V30) ve aviriilent (S6) izolatlarina tepkisi sonucu gen ifadelerindeki degisim
gRT-PCR ile arastirilmigtir. Mi-1.2 geninin ekspresyon miktarin1 belirlemek icin
kullanilan FjMi-1.2 primeriyle inokulasyondan sonra 2. giinde, ToMi-1.2 primeriyle ise
5. glinde kontrol grubu ve inokulasyon yapilmis bitkiler arasinda farklilik bulunmustur.
Mi-1.2 viriilent ve aviriilent izolatlara kars1 bitkilerin Mi-1.2 icin elde edilen ACT
degerleri arasinda istatistiki dnemde farklilik goriilmemistir. Dayanikli ve hassas domates
bitkilerindeki PR-1a geninin ACT degerleri M. incognita’nin Mi-1.2 viriilent ve aviriilent
izolatina gore degisim gostermemistir. PR-2 geninin hassas bitkideki ifadesi nematod
inokulasyonundan sonra 3. giine kadar azalmis daha sonra artmaya baglamis buna karsin
dayanikli bitkide ise gilinlere ve izolata gore degisiklik gostermemistir. PR-5 geninin
ifadesi hassas bitkide nematod inokulasyondan sonra 5. giine kadar artig gostermis,
dayanikli bitkide ise Mi-1.2 viriilent izolatin inokulasyonundan 3 giin sonra artis
gostermistir. SIWRKY72a, SIWRKY72b, SIWRKY45 ve SIWRKY3 genlerinin M.
incognita’nin Mi-1.2 viriilent ve aviriilent izolatlar1 ile inokulasyonu yapilmig dayanikli
bitkileri ve nematod inokulasyonu yapilmamis kontrol grubu bitkilerinden ayni giin
icerisinde elde edilen ACT degerleri arasinda farklilik bulunmamistir. Hassas domates
cesidinde nematod inokulasyonundan sonra ilk 5 giin igerisinde SIWRKY72a geninin
ACT degerleri, kontrol bitkisiyle istatistiki onemde farklilik gostermemistir. M.
incognita’nin aviriilent ve Mi-1.2 viriilent izolatlarla inokulasyonu yapilan hassas
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bitkilerde SIWRKY72b ve SIWRKY3 genleri i¢in inokulasyondan 2 giin sonra, SIWRKY45
icin 4 giin sonra elde edilen ACT degerleri arasinda 6nemli farklilik goriilmistiir.
Glycogenin glucosyltransferase ve Hsf4la genlerinin, hassas ve dayanikli bitkilerde M.
incognita’nin avirillent ve Mi-1.2 viriilent izolatlar1 ile inokulasyonundan sonra
uyartlmadig1 goriilmiistiir. Hsp90 geninin ifadesi M. incognita’nin Mi-1.2 viriilent izolat
ile inokulasyon yapilmis dayanikli bitkide inokulasyondan sonra 4. ve 5. giinlerde artis
gostermis ancak hassas bitkilerde bu durum gozlemlenmemistir. Peroksidaz geninin
hassas bitkideki ifadesi, M. incognita’nin aviriilent ve Mi-1.2 viriilent izolatlarinin
inokulasyonu yapildiktan 2 giin sonra en yiiksek diizeyde tespit edilmistir. Dayanikli
bitkide ise aviriilent izolat inokulasyonu yapilan bitkilerdeki ifade diizeyi Mi-1.2 viriilent
izolat inokulasyonu yapilan bitkilerden daha diisiik bulunmustur.

Elde edilen sonuclar, PR genlerinin hassas domates bitkisindeki nematodlara kars1
bazal savunmada rol alabilecegini gostermektedir. Bu tez calismasinin Mi-1.2 geninin
viriilent popiilasyonlara karsi daha uzun siire basarili sekilde kullanilmasi i¢in temel
bilimsel bilgilerin olusturulmasina imkan verebilecegi diisiiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Aviriilent, Domates, Meloidogyne incognita, Mi-1.2 geni,
qRT-PCR, Transkripsiyon, Viriilent

JURI: Prof. Dr. Ziibeyir DEVRAN
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Dog. Dr. Engin YOL
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ABSTRACT

qRT-PCR INVESTIGATION OF TRANSCRIPTION LEVELS OF GENES
INVOLVED IN THE RESISTANCE PROVIDED BY Mi-1.2 GENE AGAINST
Meloidogyne incognita

Tevfik OZALP
PhD Thesis in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Ziibeyir DEVRAN

July 2021; 97 pages

Root-knot nematodes are one of the pests that cause yield and quality loss in
tomatoes. In tomato, Mi-1.2 gene confers resistance against the most common root-knot
nematode species, Meloidogyne incognita, M. javanica and M. arenaria. However, the
increasing prevalence of Mi-1.2 virulent populations severely limits the effectiveness of
this gene.

In the site where the nematode begins to feed, changes are observed in the
expression of many genes in compatible and incompatible relationship between the
nematode and the plant. Many genes are effective in the resistance provided by the Mi-
1.2 gene. Knowing the expression levels of these genes in the nematode infection process
might be important in the development of management strategies. In this thesis, beside
Mi-1.2 gene, PR-1a, PR-2, PR-5, WRKY72a, WRKY72b, WRKY45, WRKY3, glycogenin
glucosyltransferase, HsfA4 1a, Hsp90 and peroxidase genes, which are thought to be related
to resistance, were studied. Changes in gene expressions as a result of the response of
resistant and susceptible tomato plants carrying these genes to Mi-1.2-virulent (V30) and
avirulent (S6) isolates of Meloidogyne incognita were investigated with qRT-PCR. A
difference was found between the control group and inoculated plants on the 2nd day after
inoculation with the FjMi-1.2 primer sets used to determine the expression level of the
Mi-1.2 gene, and on the 5th day with the ToMi-1.2 primer sets. There was no statistically
significant difference between the ACT values obtained for Mi-1.2 of plants versus Mi-
1.2 virulent and avirulent isolates. The ACT values of the PR-/a gene in resistant and
susceptible tomato plants did not change compared to the Mi-1.2 virulent and avirulent
isolate of M. incognita. The expression of the PR-2 gene in the susceptible plant decreased
until the 3rd day after nematode inoculation and then started to increase, however, in the
resistant plant, it did not change according to the days and the isolate. The expression of
the PR-5 gene increased up to 5 days after nematode inoculation in susceptible plant,
whereas it increased 3 days after inoculation of Mi-1.2 virulent isolate in resistant plant.
There was no difference between the ACT values of SIWRKY72a, SIWRKY72b,
SIWRKY45 and SIWRKY3 genes obtained in the same day from resistant plants inoculated
with Mi-1.2-virulent and avirulent isolates of M. incognita and control plants without
nematode inoculation. The ACT values of the SIWRKY72a gene in the first 5 days after
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nematode inoculation in susceptible tomato cultivars did not differ statistically from the
control plant. In susceptible plants inoculated with avirulent and Mi-1.2 virulent isolates
of M. incognita, a significant difference was observed between the ACT values obtained
2 days after inoculation for SIWRKY72b and SIWRKY3 genes and 4 days for SIWRKY45.
It was observed that glycogenin glucosyltransferase and HsfAla genes were not
stimulated after inoculation with avirulent and Mi-/.2 virulent isolates of M. incognita in
susceptible and resistant plants. Expression of the Hsp90 gene increased on days 4 and 5
after inoculation in resistant plant inoculated with Mi-1.2 virulent isolate of M. incognita,
but this was not observed in susceptible plants. Expression of peroxidase gene in
susceptible plant was determined at the highest level 2 days after inoculation of avirulent
and Mi-1.2 virulent isolates of M. incognita. In the resistant plant, the expression level in
the plants infected with avirulent isolate was lower than the plants inoculated with Mi-1.2
virulent isolate.

The results show that PR genes may be involved in basal defense against nematodes in
susceptible tomato plants. It is thought that this thesis study will enable the establishment
of basic scientific information for the successful use of the Mi-1.2 gene against virulent
populations for a longer period.

KEYWORDS: Avirulent, Meloidogyne incognita, Mi-1.2, qRT-PCR, Tomato,
Transcription, Virulent

COMMITTEE: Prof. Dr. Ziibeyir DEVRAN
Prof. Dr. fbrahim Halil ELEKCIOGLU
Prof. Dr. Ugur GOZEL
Assoc. Prof. Dr. Engin YOL

Assoc. Prof. Dr. Cengiz IKTEN

Y



ONSOZ

Domates (Solanum lycopersicum L.), kokeni Giliney Amerika olan 3000'den fazla
tiirli iceren Solanaceae familyasina ait en 6nemli sebzelerden biridir. Domateste verim ve
kalitede diisiise neden zararlilardan biri olan kdk ur nematodlari, dol siiresinin kisa
olmasi, lireme potansiyelinin yiiksek olmasi ve miicadelesinin zor ve pahali olmasi
nedeniyle ekonomik 6neme sahiptir. Mi-1.2 geni domateste kok -ur nematodlarina kars1
dayaniklilik saglayan dominant bir gendir. Bu tez kapsaminda Meloidogyne incognita’nin
Mi-1.2 viriilent ve aviriilent izolatlarina karsi, Mi-1.2 geninin sagladig1 dayaniklilikta
etkili oldugu diislinlilen genlerin transkripsiyon miktarlart SYBR Green I kullanilarak
qRT-PCR teknigiyle arastirilmastir.

Doktora 6grenimim boyunca ilgisini ve destegini esirgemeyen, tez calismam i¢in
gerekli ortam1 ve olanaklar1 saglayan damigman hocam Sayin Prof. Dr. Ziibeyir
DEVRAN’a

Doktora tez siirecim boyunca bilgi ve deneyimlerini paylastiklari, 6nerileriyle
tezimin zengilesmesine katki sagladiklari i¢in Tez Izleme Komitesi Uyeleri Sayin Dog.
Dr. Engin YOL ve Sayin Dog. Dr. Cengiz IKTEN’e

Doktora siirecim boyunca yanimda olan ve her zaman yardimlarini esirgemeyen
Dr. ibrahim MISTANOGLU’na, Dr. Elvan Sert CELIK e, Zir. Miih. Gonca Kéniil’e, Zir.
Yiik. Miih. Giilsim UYSAL’a, Ziraat Miith. Ahmet Kaan AKSAN’a, Zir. Yiik. Miih.
Mustafa CATALKAYA’ya ve Ziraat Yiik. Miih. Seren SARGIN’a

Tez caligmalarinda kullanilan fidelerin temin edilmesine sagladiklar katkilardan
dolay1r Multi Tohum Tar. San. Tic. A.S.’ne ve Yiiksel Tohum Tar. San. ve Tic. A. $.’ne,

gRT-PCR c¢aligmalart i¢in gerekli altyapr olami@ini saglayan M.Y. Genetik
Genetik Tarim Teknoloji Laboratuvar Tic. Ltd. Sti.’ne ve ayni laboratuvarda yiiriitiilen
calismalardaki desteklerinden dolay1 saym Fatmana DOGAN’a
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YILMAZ’a

Ogrenim hayatimca boyunca her zaman yanimda olan annem Fatma OZALP’e,
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

°C : Santigrad derece

~ : Yaklasik

dk : Dakika

ml : Mililitre

mM : Milimolar

ng : Nanogram

sn : Saniye

ug : Mikrogram

pL : Mikrolitre

pm : Mikrometre

uM : Mikromolar

Kisaltmalar

APX : Askorbat Peroksidaz

Bp : Baz ¢ifti

CAT : Katalaz

cDNA : Komplementer DNA
DHAR : Dehidroaskorbat Rediiktaz
DNA : Deoxyribonucleic Acid
dNTP : Deoxynucleotide Triphosphate
ETI : Effector-triggered immunity
GPX : Guaiacol Peroksidaz



GR
HsfA
HSP90
IBA
ISR

1

2

I3

J4

Kb
MDHAR
mRNA
NADPH
NO
NOX
Orn
PAMP
PCR

PR

PTI
qPCR
qRT-PCR
RARI
RBOH

RNA

: Glutatyon Rediiktaz

: A sinifi 1s1 sok faktori

: Heat Shock Protein 90

: Indol-3-Biitirik Asit

: Induced Systemic Resistance

: 1. donem larva

: 2. donem larva

: 3. donem larva

: 4. donem larva

: Kilobaz

: Monodehidroaskorbat Rediiktaz

: Messenger RNA

: Oksidaz: nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz
: Nitrik Oksit
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GIRiS T. OZALP

1. GIRIS

Domates (Solanum lycopersicum L.), kokeni Giiney Amerika olan ¢ok fazla tiirti
kapsayan Solanaceae familyasina ait en 6nemli sebze tiirlerinden biridir (Knapp 2002).
Domates patatesten sonra en ¢ok liretilen sebzedir. 2019 yilinda diinya ¢apinda yaklasik
5 milyon ha tiretim alaninda 180 milyon ton domates iiretimi ger¢eklestirilmistir (Anonim
1). Domates tiretim miktarlarina gore Tiirkiye, Cin ve Hindistan’dan sonra ii¢iincii sirada
yer almaktadir (Anonim 1).

Domates, taze meyvelerinin tiiketiminin yani sira, salga, ¢corba, meyve suyu,
kurutulmus ve sos gibi islenmis iiriin olarak da yaygin olarak kullanilmaktadir (Krauss
vd. 2006; Seybold vd. 2004). i¢erigindeki vitaminler, karotenoidler ve fenolik bilesikler
dahil olmak tiizere saghiga faydali ¢esitli bilesikleri ile insan beslenmesinde 6nemli bir
yeri vardir (Tonucci vd. 1995; Liu vd. 2016; Wang ve Seymour 2017). Domates tiiketimi,
enflamatuar siiregler, kanser, hipertansiyon, diyabet obezite ve koroner kalp hastaligina
yakalanma riskinde azalma ile iliskilendirilmistir (Canene-Adams vd. 2005).

Domateste verim kaybina ve kalitede diisiise neden olan bir¢ok zararl ve hastalik
bulunmaktadir. Obligat endoparazit olan kok-ur nematodlar1 [Meloidogyne spp. Goeldi,
1887 (Tylenchida: Meloidogynidae)] domateste ciddi zarara neden olmaktadir (Bleve-
Zacheo vd. 2007). Kok-ur nematodlar1 genis bir konuk¢u dizisine sahiptir (Sasser 1980;
Karssen ve Moens 2006). Ayrica diinya iizerinde ¢ok genis bir yayilim alani bulunan bu
zararlilar, dol siiresinin kisa olmasi, iireme potansiyelinin yiiksek olmast ve
miicadelesinin zor ve pahali olmasi nedeniyle ekonomik oneme sahiptir (Karssen ve
Moens 2006; Nyczepir ve Thomas 2009; Abad ve Williamson 2010).

Kok-ur nematodlariin ikinci dénem larvalart (J2), konukgusunun kok ucuna
yakin bolgeden giris yaparak hiicreler arasinda hareket edip floemden yukariya dogru
ilerlerler ve beslenme yerine ulasirlar (Wyss vd 1992; Karssen ve Moens 20006).
Beslenmeye baglayan J2’ler kendilerini sabitler ve stiletlerini yardimiyla yaklasik 5-7
hiicrede beslenirler (Williamson ve Hussey 1996; Williamson 1998; Abad vd. 2003,
Caillaud vd. 2008; Abad ve Williamson 2010). Kok-ur nematodlarinin beslendikleri
hiicrelerde sitoplazma daha yogun hale gelmekte, metabolik aktivite ve mitokondri sayisi
artmaktadir (Jones 1981; Karssen ve Moens 2006). Dev hiicreler ad1 verilen bu 6zellesmis
hiicreler 100 kata kadar genisleyebilmekte, 100 ¢ekirdekli hale gelebilmekte ve igerdigi
DNA miktar1 14-16 kat artabilmektedir (Williamson ve Hussey 1996; Abad vd. 2003).
Hiicrelerde meydana gelen bu biiylime sonucu kok yiizeyinde c¢iplak gozle tespit
edilebilen sislikler olugsmakta ve bunlar gal ya da ur olarak adlandiriimaktadir
(Williamson ve Hussey 1996). Olusan urlar nedeniyle su ve besin maddelerinin alinimi
azalmakta, bitki list aksaminda sararma, solma, bodurlasma ve bunlarin sonucunda
verimde azalma gozlenmektedir (Williamson 1998; Schomaker ve Been 2006; Abad ve
Williamson 2010). Kok-ur nematodlari, kendi beslenmeleri sonucu verdikleri zararin yani
sira kokte actiklar1 yaralardan toprak kokenli patojenlerin enfeksiyonunu arttirarak ve
bitkilerin kisa stirede 6liimiine neden olmaktadirlar (Atkinson 1892; Lambert ve Bekal
2002; Chawla vd. 2012).



GIRiS T. OZALP

Tiirkiye’de gilinlimiize kadar Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919)
Chitwood, 1949, M. javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949, M. arenaria (Neal, 1889)
Chitwood, 1949, M. hapla Chitwood 1949, M. chitwoodi Golden, O'Bannon, Santo &
Finley 1980, M. luci Carneiro et al., 2014, M. artiellia Franklin 1961, M. exigua Goeldi
1892, M. thamesi Chitwood 1952 olmak iizere 9 kdk-ur nematodu tiirii tanimlanmistir
(Ertiirk ve Ozkut 1973; Yiiksel 1974; Kepenekei vd. 2002; Ozarslandan vd. 2009; Imren
vd. 2014; Aydinli ve Mennan 2016).

Kok-ur nematodlarinin sebzelerde %50-80 oraninda iiriin kaybina neden oldugu
bildirilmistir (Siddiqi 1986). Kaskavalci ve Onciier (1999), Bati Anadolu’da kok-ur
nematodlarmin bulagiklik yogunluguna bagl olarak domateste %9.86 ile %80.59
oraninda verim kaybina neden oldugunu gézlemlemistir.

Kok-ur nematodlar1 ile miicadele, kiiltiirel, fiziksel, biyolojik ve kimyasal
yontemlerle yapilmaktadir (Gheysen vd. 1996; Nyczepir ve Thomas 2009). Dayanikli
cesit kullanimi ise nematodlarla miicadelede etkin, ig giicii gerektirmeyen, ¢evre dostu bir
miicadele yOntemi olmast nedeniyle One ¢ikmaktadir (Boerma ve Hussey 1992;
Williamson 1998). Domateste kdk-ur nematodlarina dayaniklilik saglayan bir¢cok gen
(Mi-1, Mi-2, Mi-3, Mi-4, Mi-5 Mi-6, Mi-7, Mi-8 ve Mi-9) tanimlanmis olsa da kdk-ur
nematoduna dayanikli ticari ¢esitler Mi-1.2 genini tasimaktadir (Ammati vd. 1986; Cap
vd. 1993, Yaghoobi vd. 1995, Veremis ve Roberts 1996a, Veremis ve Roberts 1996b,
Milligan vd. 1998; Ammiraju vd. 2003; Seid vd. 2015). Mi-I geninin kullanimi kdk-ur
nematodlartyla miicadelede en yaygin ve etkin yontemlerden birisi olsa da dayanikl1 bitki
iizerinde beslenebilme ve iireyebilme yetenegi gosteren Mi-1 viriilent popiilasyonlar
giderek artmaktadir (Tzortzakakis ve Gowen 1996; Roberts 2002; Devran ve Sogiit
2010).

Dayaniklilik mekanizmasinin ¢aligabilmesi i¢in bitkide bulunan dayaniklilik geni
(R) ile patojenin avirulenslik geni (4vr) proteinlerinin birbirine uyum saglamasi
gerekmektedir (Flor 1955). Ancak bitkideki farkli genlerin de hem bazal savunma hem
de gene bagli dayanikliligin ortaya ¢ikmasinda etkili veya gerekli oldugu goriilmiis ve
buna bagl olarak “guard hipotezi” ortaya atilmistir (Dangl ve Jones 2001; Kaloshian
2004).

Son yillarda bir¢ok arastirmaci nematodlara karsi bitki savunmasinda goérev alan
genleri arastirmis ve PR genleri ile WRKY transkripsiyon faktorlerinin bitki bagisiklig
iizerinde etkisi olabilecegini gostermistir (Bhattaria vd. 2010; Seiml-Buchinger vd. 2018;
Chinnapandi vd. 2019). Ayrica bazt WRKY transkripsiyon faktorlerinin, HSP90, HsfAla
ve Glycosyltransferase genlerinin Mi-1.2 geninin sagladigi dayaniklilik i¢in gerekli
olabilecegi gosterilmistir (Bhattaria vd. 2010; Atamian vd. 2012; Bhattarai vd. 2007;
Zhou vd. 2018). Ancak bu genlerin Mi-1.2 viriilent popiilasyonlarin enfeksiyonunda ne
sekilde rol oynadigina dair bilgi bulunmamaktadir.

Bu tezin amaci; Mi-1.2 geni tasiyan dayanikli domates ¢esidinde dayaniklilik
iizerinde rol oynadigi diisliniilen genlerin M. incognita’nin Mi-1.2 viriilent ve aviriilent
izolatlarina kars1 ne sekilde tepki verdigi arastirmaktir. Bu kapsamda a) Mi-1.2 geni
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tasityan dayanikli ve hassas domates ¢esitlerinin aviriilent ve Mi. 1.2 viriilent M. incognita
izolatlarina verdigi tepkiler karsilastirilmis ve Mi-1.2 geninin ifadesi incelenmis, b) Mi-
1.2 geninin sagladig1 dayaniklilikta rol aldig: diisiiniilen glycogenin glucosyltransferase,
peroksidase, SIWRKY72a, SIWRKY72b, SIWRKY45, PR-la, PR-2, PR-5 Hsp90-1 ve
HsfAla genlerinin ifadesi mRNA diizeyinde incelenmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Domates Bitkisinin Orijini ve Onemi

Domates (Solonum lycopersicum L.) Solanaceae familyasina aittir. Solanaceae
familyasi; biber, patlican, patates, biber gibi ekonomik &nemi yiiksek sebze tiirlerini
icermektedir. Solanum spp. Solanaceae familyasiin en biiylik cinsini olusturmaktadir
(Bergougnoux 2014).

1753'te Linnaeus, ilk kez Solanum cinsindeki domatesleri S. lycopersicum adi
altinda siniflandirmistir. Domatesin cinsi ve tanimi uzun bir siire tartisma konusu
olmustur (Peralta ve Spooner 2007). Molekiiler bilgilerin kullanimi, Solanaceae
familyasinin filogenetik siniflandirmasinin revizyonunu saglamis ve Lycopersicon cinsi,
Solanum cinsine yeniden dahil edilmis ve 200 y1l 6nce Linnaeus’un isimlendirmesine
doniilmistiir (Bergougnoux 2014).

Domatesin anavatani, Giiney Amerika’nin bati kisminda bulunan Sili, Peru,
Ekvador ve Galapagos adasidir (Darwin vd 2003; Peralta vd. 2005). And daglarinin deniz
seviyesinden 3300 m yiikseklige kadarki bolgelerinde ve farkli iklim kosullarinda yabani
domates tiirleri yetigebilmektedir (Peralta ve Spooner 2007).

Domatesin Avrupa’ya gelisi 16 yiizyilda gerceklesmistir (Peralta ve Spooner
2007). Domatesin Avrupa’da yemeklerde yaygin olarak kullanilmasi 18. yiizyilda
Italya’da baslamistir (Boswell 1937). Yiiksek adaptasyon yetenegine sahip olmasi, tarla
ve Ortii altinda yetistirilebilmesi, meyvelerinin endiistri tarafindan salca, ketcap,
konserve, piire, domates suyu gibi ¢esitli sekillerde islenebilmesi, domatesi neredeyse her
yerde iiretilen ve tliketilen bir meyve haline gelmesine sebep olmustur (Abak 2016).
Kuzey Avrupa iilkeleri, Kanada, Yeni Zelanda gibi iilkelerde bile ortii altinda domates
iiretimi gergeklestirilmektedir (Peralta ve Spooner 2007).

Tiirkiye 6nemli bir sebze iireticisi iilke konumundadir. 2020 yilinda 805.159
dekarlik ortii alt1 iiretim alaninda 8.519.754 ton iirlin alinmistir. Bu ortii alt1 iiretiminin
7.771.766 tonunu sebze iiretimi olugturmaktadir. Ortii alt1 sebze {iretiminde en biiyiik pay
ise 4.099.129 ton ile domates iiretimine aittir. 2020 yilinda toplam 13.204.015 ton
domates iiretimi ile simdiye kadarki en yliksek domates iiretim verisi elde edilmistir.
Domates iiretiminde en biiyiik miktar 8.656.435 ton ile sofralik domates iiretimindeyken,
salalik domates iiretimi 4.547.580 ton olarak gerceklesmistir (TUIK 2021).

Domateste verim diisiisiine ve ekonomik kayiplara neden olan bir¢ok biyotik ve
abiyotik faktorler bulunmaktadir. Bir¢ok bakteriyel, fungal, viral etmen, bocekler ve
akarlarin yani sira bitki paraziti nematodlar da domateste verimin diismesine neden olan
etmenler arasindadir (Bergougnoux 2014).
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2.2. Bitki Paraziti Nematodlar

Nematoda subesi yaklasik 25.000 tiir iceren ve yeni tiirlerin bulunmaya devam
edildigi genis bir gruptur (Abad ve Williamson 2010). Diinyadaki popiilasyon olarak en
cok bulunan Metazoa nematodlardir (Decraemer ve Hunt 2006; Anonymous 1).
Nematodlarin, hareketleri ve aktif dmiirleri neme baglidir ve bu nedenle toprak nemi,
bagil nem ve diger ¢evresel faktorler nematodun hayatta kalmasini dogrudan
etkilemektedir (Decraemer ve Hunt 2006).

Nematoda subesinin biiylik kismini olusturan serbest yasayan tiirler, bakteri ve
funguslarla beslenir ve toprakta, denizde ve tatli sularda bulunurlar (Perry ve Moens
2011). Topraktaki serbest yasayan nematodlar, besin doniistimiine dahil olduklar: i¢in
faydalidir; ayrica kirliligin izlenmesi i¢in gosterge tiirler olarak kullanilabilirler (Hoss ve
Williams 2009). Serbest yasayan bu tiirlerin disinda, predatér nematodlar ve hayvanlarda
veya bitkilerde parazit olan nematod tiirleri de bulunmaktadir (Abad ve Williamson
2010).

Gliniimiize kadar 4.100 bitki paraziti nematod tiirii tanimlanmistir (Decraemer ve
Hunt 2006). Bitki paraziti nematodlarin diinya ¢apinda yapmis olduklar1 ekonomik
zararin yillik 100 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir (Anonymous 1).

Bitki paraziti nematodlar, beslenme sekillerine gore ektoparazitik, endoparazitik,
yart endoparazitik ve gezici ekto-endoparazitik olmak {izere dort farkli grup altinda
degerlendirilmektedir (Hunt vd. 2005). Diinyada ekonomik olarak en ¢ok ekonomik
olarak zarar yapanlar ise sabit endoparazitik olarak beslenen gruptur. Bu beslenme
davranigina sahip nematodlar, beslenme yerine kendini sabitlerler ve bir daha hareketli
doneme geg¢mezler. En Onemli nematod cinsleri olan kist nematodlar1 ve kok-ur
nematodlar1 sabit endoparazitik olarak beslenen nematodlardir (Lambert ve Bekal 2002).
Kok-ur nematodlari, tek baslarina diinyadaki tiim iiriinlerden elde edilen toplam
mabhsiiliin %5’ nin kaybindan sorumludurlar (Anonymous 1).

2.2.1. Kok-ur nematodlari

Kok-ur nematodlari, Nematoda subesinin, Secernentea sinifindaki, Tylenchia alt
smifinda yer alan Tylenchida takimindaki Meloidogynidae familyasinda yer almaktadir
(Hunt 1993; Siddiqi 2000).

Kok-ur nematodlar1 Meloidogyne cinsi igerisinde yer alan obligat bitki
parazitleridirler. Meloidogyne kelimesi kdken olarak yunancadan gelmekte olup, elmaya
benzeyen disi anlamindadir (Moens vd. 2009). Meloidogyne tiirleri diinyaya yayilmis
olup neredeyse tiim bitki tiirlerinde beslenebilmektedirler (Karssen ve Moens 2006).

2.2.1.1. Kok-ur nematodlarinin biyolojisi, beslenme ve zarar sekli

Kok-ur nematodlariin ikinci dénem larvalar1 (J2) ve erkek bireyleri ince uzun
ipliksi yapida, disi bireyleri ise limon seklindedir (Jepson 1987). Meloidogyne ismi
disilerin bu seklinden gelmektedir (Karssen ve Moens 2006).
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Kok-ur nematodlar1 birinci larva donemlerini (J1) yumurta i¢inde gegirmekte,
yumurtadan J2 doneminde ¢ikmaktadirlar (Siddigi 2000; Abad ve Williamson 2010).
Yumurta i¢inde J2 gelistiginde enzim aktivitesi nedeniyle yumurta kabugu esnekleserek
nematodlarin yumurtadan ¢ikabilmesine uygun hale gelmektedir (Karssen ve Moens,
2006). Bitkiye giris yapip enfeksiyona neden olabilme yetenegi yalnizca J2’lerde
bulunmaktadir (Abad ve Williamson 2010). Yumurtadan ¢ikan J2’ler genellikle kok
ucuna yakin bolgeden bitkiye giris yaparlar (Karssen ve Moens 2006). Bitki kokiine giris
yapan larvalar daha sonra hiicreler aras1 bosluklarda hareket ederek kok ucuna yonelirler
ve daha sonra meristem dokuya giris yapip floemden yukariya dogru ilerleyerek beslenme
bolgesine ulasirlar (Wyss vd. 1992). Beslenmeye baslayan J2’ler kendilerini sabitlerler
ve beslenmeleri sonucunda dev hiicreler meydana gelir (Williamson 1998, Abad ve
Williamson 2010). Dev hiicrelerde meydana gelen hyperplasma sonucu kok yiizeylerinde
meydana gelen siskinlikler, gal ya da ur olarak isimlendirilmektedir. (Williamson ve
Hussey 1996). J3 ve J4 donemlerinde iplik formunu kaybedip sismeye baslayan kok-ur
nematodlarinda sitilet fonksiyonunu kaybeder ve beslenme goriilmez (Siddigi 2000;
Karssen 2002; Jones vd 2013). J4’den sonra ergin bireyler meydana gelir. Limon ya da
armut seklindeki disiler kokte sabittirler ve beslenmeye devam ederler (Siddigi 2000;
Miyashita vd. 2014).

Disi bireyler 6 biiyiik rektal bezlerinden salgiladiklari koruyucu 6zellikteki jelatin
matriks i¢ine yumurtalarini birakirlar (Williamson 1998; Siddiqi 2000; Curtis 2007; Abad
ve Williamson 2010). Bir Meloidogyne disisi, konuk¢usuna ve ¢evre kosullarina gore
giinde 30-80 yumurta birakabilmektedir (Karssen ve Moens 2006). Ipliksi formdaki erkek
bireyler kokten ayrilip topraga gecerler, toprakta serbest yasarlar ve beslenmezler
(Siddigi 2000). Meloidogyne spp., 26-27°C toprak sicakliginda, yasam dongiisiinii
yaklagik 28 giinde tamamlamaktadir (Bleve-Zacheo vd. 2007).

2.2.1.2. Kok-ur nematodlari ile miicadele

Kok-ur nematodlarmin diinya ¢apinda yayilis gostermesi, bircok tiiriiniin bir
yetistirme sezonunda fazla dol vermesi, yiiksek dogurganliga sahip olmasi, bitkilerin
iletim demetlerinde beslenmeleri ve genis konukg¢u dizisine sahip olmalari onlarin en
zararl bitki paraziti nematod olmasina neden olmaktadir. Bulasik bir arazide kok-ur
nematodlartyla miicadele edilmemesi durumunda nematod yogunlugu verimin diismesine
neden olan ekonomik zarar diizeyine ulasabilir. Ayrica nematod enfeksiyonu ikincil
patojenlerin enfeksiyonuna neden olarak bitkinin kisa stirede 6lmesine yol agabilmektedir
(Nyczepir ve Thomas 2009).

Kimyasal nematisitlerin kesfi, nematod kontrolii i¢in uygun maliyetli ve
genellikle etkili bir ara¢ saglamistir (Boerma ve Hussey 1992). Kimyasal nematisitler,
cevresel ve ekolojik olarak tehlikeli olmalarina ragmen gegtigimiz yiizyillda nematod
kontroliine hakim olmustur (Chen ve Dickson 2004; Halbrendt ve LaMondia 2004). Artan
cevresel farkindalik ve nematisitler konusundaki diger endiseler, ¢esitli nematisitlerin
askiya alinmasina ve yasaklanmasina neden olmustur (Chen ve Dickson 2004). Bu
nedenle yeni nesil nematisitlerin gelistirilmesi konusunda c¢alismalar yapilmaktadir.
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Nematodlarla miicadelede, kimyasal miicadele yaninda, dayanikli cesitlerin
kullanilmasi, biyolojik kontrol ajanlari, {iriin rotasyonu, tuzak bitkilerin kullanimi, toprak
isleme ve solarizasyon uygulamalar1 yapilmaktadir (Nyczepir ve Thomas 2009).

Solarizasyon, seffaf plastik naylon kullanilarak toprak sicakliginin arttirilmasi ile
toprak kokenli patojenlerin, yabanci otlarin ve nematodlarin kontrol altina alinmasini
amaglayan bir yontemdir (Katan 1980; 1981). Solarizasyon yaz aylarinda uygulanmakta
ve genellikle giiz ekimlerinde oldukc¢a basarili sonuglar vermektedir (Catalkaya ve
Devran 2019). Ancak, ilkbahar dikimlerinde veya yilda iki iirlin yetistirilen seralarda
uygulanamamasi olumsuz bir 6zelligidir (Devran 2006). Nematodlara karst biyolojik
miicadele, parazitlik, avcilik, rekabet ve antibiyoz yollariyla saglanir. Ornegin, Pasteuria
penetrans kok nematodlarina kars1 baskilayici potansiyeli yliksek bir biyolojik kontrol
ajanidir (Chen ve Dickson 2004). Nematodlar1 en yiiksek baskilama potansiyeline sahip
mikrobiyal gruplar; nematod yumurtalarini enfekte eden patojenik funguslar (Orn.
Paecilomyces lilacinus), rizobakteriler (6rn. Pseudomonas fluorescens), antagonist etkiye
sahip funguslar, endofitik funguslar (6rn. Glomus mosseae) ve obligat parazitik (6rn.
Pasteuria penetrans) bakterilerdir (Whipps ve Davies 2000). Pasteuria penetrans'in bitki
paraziti nematodlarin1 baskilamadaki rolii, birgok {iriin iizerinde test edilmistir (Chen ve
Dickson 1998). Pasteuria penetrans 1n, Meloidogyne spp.’nin patlican, domates, bugday,
tiitlin, soya fasulyesi, fasulye, biber, fig, salatalik, yer fistig1, cavdar, nohut, kivi, iizim ve
bamya lizerindeki zararini baskiladigi bildirilmistir. Ancak tiim bu olumlu 6zelliklerinin
yaninda biyolojik miicadelenin uygulanmasinda bazi sirlayict  faktorlerde
bulunmaktadir (Lamovsek vd. 2013). Ayrica biyolojik ajanlarin etkinliginin arttirilmasi
icin mikroorganizmalarin farkli ¢cevresel kosullardaki aktivitesi ve uygulama yontemleri
konusunda daha detayli ¢aligmalarin yapilmasina gereksinim duyulmaktadir (Whipps ve
Davies 2000; Chen ve Dickson 2004).

Dayanikli ¢esit kullanimi, Meloidogyne tiirlerini kontrol etmek i¢in ekonomik ve
cevre acisindan giivenli bir yontemdir. Nematod popiilasyon seviyelerini diigiirmesi ve
nematodlar tarafindan {iriin zararin1 6nlemesi dayanikli gesitlerin temel 6zellikleridir
(Seid vd. 2015). Nematodlar, bitki savunma tepkilerini bastirmak, bir beslenme bolgesi
olusturmak ve konukg¢u metabolizmasini kontrol etmek icin bitki hiicre dis1 bosluga ve
hedeflenen hiicrelerine bir protein kokteylini ve efektorler olarak bilinen diger
metabolitleri enjekte ederler. Konukgu bitki olmak i¢in gerekli 6zelliklere sahip bitkiler,
hiicrelerine verilen efektorleri taniyabildiklerinde kaynaklarinin nematodlar tarafindan
manipiilasyonunu 6nlemek i¢in etkili bir sekilde yanit verdiklerinde uyumsuz iliski
meydana gelir (Kaloshian vd. 2011).

Kok-ur nematodlarina karsi dayaniklilik birgok farkli bitki tiiriinde rapor
edilmigtir ancak ticari cesitlerde kullanimi sinirh kalabilmektedir (Cook 2004). Mi-1.2
geni, en sik goriilen ii¢ kdk-ur nematod tiirline (M. incognita, M. javanica ve M. arenaria)
kars1 etkili dayaniklilik sagladig: i¢in su anda en iyi karakterize edilmis ve en yaygin
kullanilan dayaniklilik genidir (Williamson 1998).
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2.2.1.3. Mi-1.2 geni

Mi-1.2 geni, ilk olarak yabani domates tiiri olan Solanum peruvianum’da tespit
edilmistir (Bailey 1941). Solanum peruvianum, klasik 1slah yontemleri kullanilarak S.
lycopersicum ile melezlenemediginden dolayi, embriyo kurtarma teknigi kullanilarak
hibrit bitki elde edilmistir (Smith 1944). Mi-1.2 geni tagiyan dayanikli domates bitkisinin
koklerine giris yapan kok-ur nematodlari, beslenme bdlgesi olusturamamaktadir
(Milligan vd 1998). Beslenme bolgesi olusturmak i¢in sitiletini soktugu hiicrelerin hemen
yaninda asir1 duyarlilik reaksiyonu (hipersensitif reaksiyon) gerceklesmektedir. Uyumsuz
iliskinin sonucu meydana gelen hipersensitif reaksiyonun ilk belirtileri, nematodun
bitkiyi inokulasyonundan yaklagik olarak 12 saat sonra gdriilebilmektedir (Dropkin vd.
1969b; Milligan vd. 1998; Bird ve Kaloshian 2003). Hipersensitif reaksiyon sayesinde
nematodlar beslenme bolgesi olusturmadan 6lmektedir (Verdejo-Lucas vd. 2012).

Mi-1.2 geni domatesin 6. kromozomunun kisa kolunda haritalanmistir (Medina-
Filho 1980; Milligan vd. 1998). 650 kb’lik bolgede 7 homolog gen olarak bulunmaktadir.
Homolog genlerin (pseudogenler haric) dizileri arasinda %94.7-%96.7 oraninda benzerlik
bulunmaktadir (Seah vd 2007a). Homolog genlerle yapilan calismalar sonucunda,
dayanikliligin yalnizca Mi-1.2 tarafindan saglandig1 gosterilmistir (Milligan vd. 1998).
Mi-1.2’in kodladig1 sitoplazmik protein 1257 amino asitten olugmaktadir. Mi-1.2’in
dayaniklilik gen motifi NBS-LRR olarak tanimlanmistir (Milligan vd. 1998; Hwang ve
Williamson 2003).

Mi-1.2 geni, diinyada ve iilkemizde en yaygin goriilen M. incognita, M. javanica
ve M. arenaria’ya kars1 dayaniklilik sagladigi birgok aragtirmaci tarafindan bildirilmistir.
Tiirkiye’de son yillarda tespit edilen ve 6zellikle sebze iiretim alanlarindaki yayginligi
artmakta olan M. luci’ye kars1 da Mi-1.2°nin dayaniklilig1 sagladigi bildirilmistir (Aydinh
2018; Aydinli ve Mennan 2019). Gabriel vd. (2020), Brezilya popiilasyonlar: tizerinde
yaptig1 testleme ¢alismalar1 sonucunda Mi-1.2 geninin M. incognita, M. javanica ve M.
arenaria’nin yani sira M. ethiopica, M. exigua, M. hispanica, M. inornata, M. izalcoensis,
M. konaensis, M. luci, M. morocciensis, M. paranaensis ve M. petuniae’ye kars1 da
dayaniklilik sagladigin bildirmistir.

Mi-1.2 geni kdk-ur nematodlar1 disinda pamuk beyazsineginin [Bemisia tabaci
(Gennadius); (Hemiptera: Aleyrodidae)] B ve Q biyotiplerine (Nombela vd. 2003)
(Nombela vd. 2003), patates afidine [Macrosiphum euphorbiae (Thomas); (Hemiptera;
Aphididae)] (Rossi vd. 1998; Vos vd. 1998) domates psillidine [Bactericerca cockerelli
(Sulc); (Hemiptera: Triozidae)] (Casteel vd. 2006) dayaniklilik saglamaktadir.

Avantajlarinin  yam1 sira Mi-/.2 geninin etkinligini sinirlayan 3 faktor
bulunmaktadir. Bunlar; yogun nematod popiilasyonu, yiiksek toprak sicakligi ve Mi-1.2
viriilent popiilasyonlardir. Ozalp vd. (2018), M. incognita’nin yogun popiilasyonlarinin
Mi-1.2 geninin performansi {izerinde baskilayici etkisi oldugunu gdstermistir. Dropkin
(1969a), Mi-1.2 geninin 28°C’nin {stiindeki toprak sicakliginda etkisini kaybettigini
bildirmistir. Ozalp ve Devran (2018), 32°C toprak sicakliga 48 saat ve daha uzun siire
maruz kalan bitkilerde Mi-1.2 geninin sagladig1 dayanikliligin kirildigini goézlemlemistir.
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Mi-1.2 geni tasiyan domates bitkilerinde hassas bitkilerde oldugu gibi beslenip
cogalabilen ve zarar yapabilen popiilasyonlar Mi-1.2 viriilent olarak adlandirilmaktadir.
Mi-1.2 geni tagtyan domates bitkisinde beslenip ¢cogalamayan popiilasyonlar ise Mi-1.2
avirlilent olarak tanimlanmaktadir. Mi-1.2 viriilent popiilasyonlar ilk kez 1952’de
Kaliforniya’da tespit edilmistir (Allen 1952). Daha sonra diinyanin farkl yerlerinde Mi-
1.2 viriilent popiilasyonlarin varligi rapor edilmistir (Roberts ve Thomason 1986; Berthou
vd. 1989; Tzortzakakis ve Goven 1996; Eddaoudi vd. 1997; Ornat vd. 2001; Iberkleid vd.
2014). Mi-1.2 viriilent popiilasyonlarin Tiirkiye’de de bulundugunu ilk kez Devran ve
Sogiit (2010) tespit etmislerdir. Aydinli ve Mennan (2019), yapmis olduklar1 sérveyde 37
M. luci popiilasyonundan 4’linlin Mi-1.2 viriilent 6zellik gosterdigini bildirmistir. Bu
calismayla M. luci’nin Mi-1.2 viriilent popiilasyonun varlig1 diinyada ilk kez lilkemizde
tespit edilmistir.

Konukgu bitkilerde kok—ur nematodlarina dayanikliligi saglayan genlere karst (R
geni) nematodda avirulenslik geninin (4vr geni) bulundugu bildirilmistir (Williamson
1999). Gen-i¢in-gen teorisine gore dayaniklilik durumunun (konukgu-patojen arasindaki
uyumsuz iligki) ortaya c¢ikabilmesi i¢in konukcu bitkide bulunan dayaniklilik geni ile
patojende bulunan avirulenslik geni iiriinlerinin birbirlerine uyum saglamasi gereklidir
(Flor 1955). Avr gen iirlinliniin spesifik olarak taninmasi, bitki dayaniklilik geni iiriinii,
bitki savunmasini harekete gegiren bir sinyal iletim zincirini tetikler. Gen-igin-gen teorisi
dayanikliligin baslangi¢ mekanizmasinin asir1 basitlestirilmis halidir ve konuk¢u patojen
etkilesiminin agiklanmasi i¢in bir basamak olusturmustur (Dangl ve Jones 2001). Bu
teorinin yetersiz kalmasi nedeniyle “guard hipotezi” ortaya atilmistir. Bu hipoteze gore
yalnizca R ve avr genlerinin etkilesimi bitki patojen arasindaki uyumsuz iliskinin ortaya
cikmasi i¢in yeterli olmayip patojenin efektorleri ile etkilesime girecek bitki hedef
proteinlerine (target protein) de ihtiya¢ duyulmaktadir (Dangl ve Jones 2001).
Dayanikliligin ortaya ¢ikabilmesi i¢in konuk¢uda bulunan hedef gen(ler) avr geni ile
etkilesime girerek R proteininin baglanmasini saglayacak konformasyonel degisiklige yol
acar. R proteininin bu hedef proteine veya komplekse baglanmasi, dayaniklilik yanitini
tetiklemektedir (Kaloshian 2004). Martinez de Ilarduya vd. (2001), Mi-1.2 geninin
dayaniklilik saglayabilmesi i¢in Rme-1 lokusunun gerekli oldugunu bulmustur. Rme-1’in
nematod ve domatesin efektdr molekiillerinin tanigmasinda hedef protein olarak rol
oynadig diisiiniilmektedir (Martinez de Ilarduya vd. 2004). Rme-1 geninin susturulmasi
durumunda domates bitkisi kok-ur-nematodunu taniyamamakta ve bdylece nematod
beslenmeye devam etmektedir (Kaloshian 2004).

Nematod enfeksiyonlar: hem duyarli hem de dayanikli domates koklerinde biiyiik
transkripsiyonel degisikliklere neden olur. Uyumlu etkilesimler (competible interaction)
sirasindaki transkripsiyonel degisiklikler hakkinda zengin bilgi bulunmasina ragmen,
uyumsuz konukc¢u-nematod etkilesimleri (incompatible interaction) sirasinda isleyen
transkripsiyonel degisiklikler ve savunma sinyal yollar1 tam olarak anlasilamamistir
(Kaloshian vd. 2011). Guard hipotezinin kabul goérmesiyle bitkilerdeki farkli proteinlerin
dayaniklilik tizerindeki etkisi arastirilmaya basglanmistir.
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2.2.1.4. PR Proteinleri

Mikroorganizmalara karsi genel dayaniklilik yapisal ve kimyasal bariyerler ile
indiiklenebilir savunma mekanizmalar1 tarafindan saglamr. Onceden olusturulmus
yapisal bariyerler arasinda Kkiitin igeren kutikiila tabakasi, mumlarla kaplanmis
esterlestirilmis yag asitlerinin kompleks bir polimeri ve hiicre duvarindaki lignin depolari
bulunur. Kimyasal bariyerler ise fitoantisipinler olarak adlandirilan antimikrobiyal
bilesenlerden olusur (Ferreira vd. 2007). Bu bariyerler bircok mikroorganizmanin
enfeksiyonunu engellemede ilk etkendir. Bu bariyerler, bir ilk savunma hatt1 olusturur ve
cogu mikroorganizmanin enfeksiyonunu Onleyebilir. Ancak bu durum tiim patojenlere
kars1 yeterli degildir. Bu nedenle bitkiler fiziksel ve kimyasal bariyerlere ek olarak,
patojen saldirisi lizerine aktive olan indiiklenebilir savunma mekanizmalarina sahiptir.
Indiiklenebilir savunma mekanizmalar1 arasinda hiicre duvari capraz baglanmasi,
hipersensitif yanit ve eszamanli reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu, fitoaleksinler,
tanenler ve fenolik bilesikler gibi ikincil metabolitlerin birikimi ve PR proteinlerinin
(Pathogenesis-Related proteins) iiretimini icermektedir (Van Loon vd. 1994; Hammond-
Kosack ve Jones 1996).

PR proteinleri terimi, en az iki bitki patojen kombinasyonu sonucu olusan
patolojik durumda ya da iliskili durumda konukcu tarafindan kodlanan proteinleri
tanimlamak igin kullamilir. Iliskili durumlar ise; patojen saldirismin etkisini taklit eden
kimyasallarin uygulanmasi (6rnek: bitki hormonlar etilen, jasmonik asit ve salisilik asit)
ve bitki dokusundaki yaralanmalardir. Ciinkii enfeksiyon esnasinda biriken bazi
proteinler yaralanma sonrasinda da artig gostermektedir. PR proteinlerinin saglikli bitki
dokularinda  bulunmadigi yahut bazal konsantrasyonda tespit edilebildigi
diistintilmekteydi (Van Loon ve Van Strien 1999) ancak daha sonra spesifik PR genlerinin
bazen patojen saldirina maruz kalmamis, saglikli bitkilerde de bulunabildigi tespit
edilmistir (Van Loon vd. 2006). Konuk¢u tarafindan kodlanan PR genleri yalnizca
enfekteli dokuda bulunmakla kalmaz, enfeksiyona bagl olarak SAR mekanizmasinin
gelismesiyle iliskili olarak sistemik olarak indiiklenir ve bitkinin saglikli dokularinda da
bulunur (Van Loon ve Van Strien 1999).

PR proteinleri ilk kez 1970 yilinda TMV’ye (Tobacco Mosaic Virus) karsi
hipersensitif reaksiyon yanit1 veren tiitiin yapraklarinda tespit edilmistir ve baslangigta “b
proteinleri” olarak adlandirilmigtir (Van Loon ve Van Kammen 1970; Gianinazzi vd.
1970). PR proteini kavrami ilk kez 1980 yilinda kullanilmistir ve b proteinleri terimi
yerine PR proteinleri terimi kullanilmaya baglanmistir (Antoniw vd. 1980). Daha sonra
bu kavram, konukgu bitki tarafindan kodlanan ve viral, fungal, bakteriyel enfeksiyonlar,
bitki paraziti nematodlar veya herbivor bdceklerin saldirist sonucu veya iliskili
durumlarda indiiklenen proteinler i¢in kullanilmaya baslanmistir (Ferreira vd. 2007).
Daha sonra enfeksiyonla iliskili durumlarda kodlanan proteinler i¢in “PR-benzeri”
proteinler (PR-like proteins, PRLs) kavrami kullanilmistir. Ancak PRL terimi, bilim
cevreleri tarafindan benimsenmemistir, ¢iinkii PR'lerin bazen saglikli dokularda mevcut
oldugu ve var olan PRL seviyelerinin patojen enfeksiyondan sonra arttigi tespit
edildiginde PR'ler ve PRL'ler arasindaki ayrim belirsizlesmistir (Van Loon vd. 2006).
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SAR mekanizmasi, salisilik asit birikmesine baglidir, ancak jasmonik asit veya
etilene bagl degildir. ISR ise jasmonik asit ve etilenin algilanmasin1 gerektirir, ancak bu
diizenleyici bilesiklerin seviyelerinde artigla iliskili degildir. Bu sinyallerden herhangi
birinin seviyelerinde artis meydana geldiginde, PR'ler enfekte bitkilerde tespit edilebilir
hale gelir. PR'lerin bu farkli sinyaller tarafindan cesitli diizeylerde indiiklendigi
gosterilmistir. Sonug olarak, mikrobiyal uyarim iizerine iiretilen sinyallerin karigiminin
bitkinin tepkisinin biiyiikligiinii ve enfeksiyonu Onleme etkinligini belirledigi
goriilmektedir (Van Loon ve Van Strien 1999). ISR tarafindan saglanan korumanin
seviyesi genellikle SAR esnasinda saglanan korumadan genellikle daha diisiiktiir (Van
Loon 1997). PR'lerin SAR ile iligkisi, PR birikiminin dayanikliligin uyarilmasi i¢in bir
on kosul olmadigi, ancak PR'lerin enfeksiyona karsi gelisen koruyucu duruma katkida
bulundugu hipotezine yol agmistir (Van Loon ve Van Strien 1999).

Glinlimiize kadar 17 adet PR proteini ailesi tanimlanmistir (Cizelge 2.1). Aileler,
kesfedildikleri siraya gore numaralandirilmistir.  Ozellikle fungal hastaliklarin
siirlandirilmasinda etkili olabilecegi diisiiniilen PR-2 ailesi B-1,3-endoglukanazlar
olarak ve PR-3, -4, -8 -11'in endokitinazlar olarak tanimlanmistir. Kitinazlar ve proteinaz
inhibitorleri (PR-6), nematodlart ve =zararli bocekleri de etkili olabilecegi
diistintilmektedir. PR-8 ailesinin iiyeleri lizozim aktivitesine sahiptir ve bakterilere karsi
yonlendirilebilirler, defensinler (PR-12) ve tiyoninler (PR-13) genis antibakteriyel ve
antifungal aktivitelere sahiptir. Bazi lipid transfer proteinleri (PR-14), antifungal ve
antibakteriyel aktiviteler gostermektedir. PR-1 iiyeleri ve thaumatin benzeri PR-5 aileleri,
oomisetlere kars1 aktivite ile iliskilendirilmistir. Ozellikle, 6ne ¢ikan PR-1 proteinleri
genellikle patojen kaynakli sistemik kazanilmis dayaniklilik (SAR) tarafindan saglanan
gelismis savunma durumunun belirtecleri olarak kullanilir, ancak biyolojik aktiviteleri
belirsiz kalmistir (Van Loon vd. 2006).
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Cizelge 2.1. Giinlimiize kadar tanimlanmig PR proteinleri aileleri, ozellikleri ve

sembolleri (Van Loon vd. 2006)

Aile Tipi Ozellik Gen Sembolleri
PR-1 Tiitiin PR-1a Bilinmiyor Ypri

PR-2 Tiitlin PR-2 B-1,3-glukanaz Ypr2, [Gns2 (‘GIb’)]
PR-3 Tiitlin P, Q Kitinaz tip I I1, IV, V, VI, VII Ypr3, Chia
PR-4 Titiin ‘R’ Kitinaz tip I, I Ypr4, Chid
PR-5 TutinS Thaumatin-benzeri Yprs

PR-6 Domates Inhibitér I Proteinaz-inhibitorii Ypro, Pis (‘Pin’)
PR-7 Domates P69 Endoproteinaz Ypr7

PR-8 Hiyar kitinaz Kitinaz tip III Yprs, Chib
PR-9 gg:)l:l(‘i‘:s%’l’l e G Peroksidaz Ypr9, Prx
PR-10  Maydanoz “PR1” Ribonucleaz-benzeri Ypri0

PR-11  Tiitiin “class V” kitinaz Kitinaz tip I Ypril, Chic
PR-12  Turp Rs-AFP3 Defensin Ypri2

PR-13  Arabidopsis THI2.1 Thionin Ypri3, Thi
PR-14  Arpa LTP4 Lipid-transfer protein Ypri4, Ltp
PR-15  Arpa OxOa (germin) Oksalat oksidaz Ypris

PR-16  Arpa OxOLP Oksalat oksidaz-benzeri Ypri6e

PR-17  Tiitiin PRp27 Bilinmiyor Ypri7

PR genlerinin, bitkinin nematodlara kars1 savunma mekanizmasindaki roliinii
arastiran ¢calismalar bulunmaktadir.

Sistemik kazanilmig dayaniklilik (SAR) salisilik asit birikimi ve bazi PR

genlerinin ifadesiyle iliskilidir. Sanz-Alferez vd. (2008), hassas domates c¢esidinde
salisilik asit analoglar1 olan INA ve BTH uygulamalarmin bitki gelisimine ve nematod
enfeksiyonuna etkisini {izerine yaptiklari ¢aligmada INA ve BTH uygulanmis hassas
domates ¢esidine (L. esculentum cv. Marmande) ait bitkilere 100 adet M. javanica larvasi
inokule etmis ve PR-1a, PR-1b, PR-2, PR-3 ve PR-5 genlerinin ifadesindeki degisiklikleri
incelemislerdir. PR-1b ve PR-2 genlerinin ifadesi elisitor uygulamasindan sonra
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uyarilmig ancak nematod enfeksiyonundan sonra bu genlerin ifadesi baskilanmistir.
Salisilik asit analoglar1 uygulamasinin urlanmay1 %25 azalttig1 gézlemlenmistir.

Hamamouch vd. (2011); seker pancar1 kist nematodu (Heterodera schachtii) ve
M. incognita’nin Arabidopsis thaliana bitkisini enfeksiyonunun PR-1, PR-2, PR-3, PR-4
ve PR-5 genlerinin kok ve yaprak dokularindaki ifade diizeyine etkisini arastirmislardir.
H. schachtii’nin enfeksiyonu sirasinda, salisilik aside (SA) baglh sistemik kazanilmig
dayaniklilik (SAR) igin belirte¢ olarak kabul edilen PR-1, PR-2 ve PR-5 genlerinin
ekspresyonu kokte ve yaprakta indiiklenmistir. Jasmonik asite bagimli SAR mekanizmasi
icin markor olarak kullanilan PR-3 ve PR-4 genlerinin ifadesinin durumuna baktiklarinda
ise, H. schachtii ile enfekteli bitkilerin yapraklarinda PR-3 geninin uyarildigim1 PR-4
geninin ise ifadesinin azaldigini gézlemlemislerdir. M. incognita enfeksiyonu siiresince
koklerde PR-1, PR-2, PR-3 ve PR-5 genlerinin ifadesi artmis ancak PR-4 geninin ifadesi
ise aymt diizeyde kalmistir. Bu genlerin tamaminin yapraktaki ifadelerinin azaldigi
gosterilmistir.

Molinari vd. (2014), SA 6n uygulamas1 yapilmis ve nematod inokulasyonu (M.
incognita) gergeklestirilmis domates bitkilerinde SA-iliskili SAR’1n isaretgisi olan PR-1,
PR-2 ve PR-5 genlerinin ifadesini arastirmak iizere yapmis olduklar1 ¢alismada SA
uygulanmig bitkilerin hem koklerinde hem filizlerinde PR-1 ifadesinin arttigin1 PR-5’in
ifadesi ise yalnizca koklerde artis gosterdigini tespit etmislerdir. Nematod enfeksiyonu,
SA uygulanmis ve uygulanmamis bitkilerin hem koklerinde hem de siirgiinlerinde ve Mi-
1.2 tasiyan dayanikli bitkilerin koklerinde PR genlerinde asagi yonde regiilasyon
gozlemlemistir. Ayrica, enfekte edilmis dayanikli bitkilerde, PR gen ekspresyonu
(6zellikle PR-1) siirgiinlerde yliksek oranda indiiklenmistir. Bu nedenle, nematod
enfeksiyonunun dayanikli  bitkilerin ~ siirgiinlerinde SAR'1' ortaya c¢ikardigini
belirlemislerdir.

Lavrova vd. (2017); duyarli ve Mi-1.2 geni tagiyan dayanikli domates ¢esitlerinde
Mi-1.2 avirulent M. incognita enfeksiyonu ile birlikte PR-1 ve PR-6 genlerinin
ekspresyon diizeylerini aragtirmiglardir. Enfekte olmamis dayanikli ve hassas bitkilerde
PR-1 ve PR-6 genlerinin diisiik seviyede ifade edildigini gostermislerdir. Dayanikli
bitkilerin enfeksiyonu, incelenen genlerin aktivitesinde, 18. giinde maksimuma ulasan bir
artisa neden oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, duyarl bitkilerin enfeksiyonunun PR-
1 gen aktivitesi iizerinde higbir etkisi olmamistir, PR-/ geninin transkriptlerinin
birikiminin, kontrol (enfekte edilmemis) bitkileriyle aynmi seviyesinde kaldig1
gosterilmistir. Larvalarin  beslenme doneminde PR-6 geninin ekspresyonunun
baskilandig1 gozlemlenmistir.

Seiml-Buchinger vd. (2018), Mi-1.2 geni tastyan dayanikli ve hassas domates
cesitlerinde Mi-1.2, PR-1 ve PR-6 genlerinin M. incognita enfeksiyonu sirasindaki
ifadelerini ve jasmonik asit uygulamasinin bu genlere ve nematodun lireme kapasitesine
etkisini aragtirmislardir. Nematod inokulasyonu yapilmamis dayanikli ve hassas
domateslerde, Mi-1.2, PR-1 ve PR-6 genlerinin ekspresyonunun ayni diizeyde oldugunu
tespit etmislerdir. Dayanikli bitkilerde nematod enfeksiyonu sirasinda Mi-1.2, PR-1 ve
PR-6 genlerinin ifadesinin artti1 ve M. incognita’nin liremedigi gézlemlenmistir. Hassas
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domates bitkilerinde ise enfeksiyon sirasinda bu genlerin ifadesinde bir degisiklik
goriilmemis ve nematodlar yiiksek diizeyde iiremislerdir. Hassas domates bitkilerine
jasmonik asit uygulamasinin Mi-1.2 ve PR-6 genlerini uyardigt ve M. incognita’nin
iiremesini baskiladigi sonucuna ulagsmiglardir.

Ghahremani vd. (2019), kok-ur nematodlarinin yumurtalarini parazitleyen bir
fungus tiirli olan Pochonia chlamydosporia’nin M10.43.21 izolatin1 bulastirdig1 domates
bitkilerine bir hafta sonra M. incognita J2 inokulasyonu yapmislar ve nematod
inokulasyonundan 0, 7 ve 42 giin sonra PR-/ geninin, kontrol grubuna gore istatistiki
diizeyde daha fazla ifade edildigini tespit etmislerdir.

Bozbuga (2020a), M. incognita ile bulagtirllmig 25 giinliik hassas domates
bitkilerine SA uygulamis ve enfeksiyondan 1, 3, 7, 14 ve 21 giin sonra yapraktaki PR-1
geni ekspresyonunu takip etmistir. Inokulasyondan 1 giin ve 21 giin sonra SA uygulanmis
bitkilerde PR-1 geninin ifadesi artmistir. SA uygulamasi ve nematod enfeksiyonu bitki
yas ve kuru agirli§1 parametrelerini degistirmistir.

Bozbuga (2020b), M. incognita ile inokulasyon yapilmis hassas domates
bitkilerine SA uygulamasi yapmis ve enfeksiyondan 1, 3, 7, 14 ve 21 giin sonra yapraktaki
PR-5 geni ekspresyonunu takip etmistir. PR-5 geninin en yliksek ifadesi, SA uygulanmis
bitkide inokulasyondan 1 giin sonra gozlemlenmistir. SA uygulanmamis bitkilerde PR-5
ifadesi sadece 14. giinde yukar1 yonde regiilasyon gostermis diger giinlerde ise asagi
yonde regiilasyon oldugunu bildirilmistir.

2.2.1.5. WRKY Transkripsiyon Faktorleri

Bitkiler siklikla, optimum gelisime ulagmalarini ciddi sekilde sinirlandiran ve
verim iizerinde biiyiik bir etkisi olabilecek bir¢ok farkl tiirde stresle karsilasirlar. Bu
streslerden bazilar1 sicaklik, kuraklik, tuz ve agir metal stresi gibi abiyotik stres
faktorleridir (Bai vd. 2018; Boyer 1982). Buna karsilik, biyotik stres faktorleri, bitkileri
besin kaynagi olarak kullanan bdcek, nematod, viral, bakteriyel ve fungal etmenlerle
etkilesimini igermektedir (Wang vd. 2016). Simdiye kadar, abiyotik streslere kars1 bitki
toleransinda yer alan ¢ok sayida transkripsiyon faktorii incelenmistir (Wang vd. 2016).
Cevresel uyaranlarin algilanmasi iizerine, sinyallesme aginin baslatilmasi, nihayetinde,
farkli tipte transkripsiyon faktorleri tarafindan diizenlenen genis bir gen kiimesinin
aktivasyonuna yol acar. Bu nedenle, transkripsiyon faktorleri, savunma yanitinda yer alan
genlerin zamana ve konuma bagli ifadesini modiile etmede kritik diizenleyici faktorlerlere
sahiptir (Liu vd. 2014). Son yillarda, NAC (NAM, ATAF ve CUC), ERF (Ethylene
response factor), MYB, WRKY ve bZIP (Basic leucine zipper domain) aileleri gibi farkli
ailelere ait ¢cok sayida transkripsiyon faktoriiniin, biyotik ve abiyotik streslere karsi bitki
tepkilerini diizenlemede 6nemli roller oynadig: tespit edilmistir (Eulgem ve Somssich
2007; Gutterson ve Reuber 2004; Licausi vd. 2013; Nuruzzaman vd. 2013; Alves vd.
2013).

WRKY gen ailesi, yiiksek bitkilerde en biiyiik ve en kapsamli ¢alisilan TF
ailelerinden biridir (Chen vd. 2020). WRKY transkripsiyon faktorleri ilk olarak patates
bitkisinde tanimlanmis ve o zaman SWEET POTATO FACTORI1 (SPF1) olarak
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adlandirilmistir (Ishiguro ve Nakamura 1994). WRKY transkripsiyon faktorleri, yiiksek
oranda korunmus bir WRKYGQK heptapeptidi ve ardindan bir C2H2- veya C2HC tipi
cinko parmak motifi iceren korunmus bir DNA baglanma alanindan olusmaktadir
(Rinerson vd. 2015). WRKY transkripsiyon faktorleri, hedef genlerin W-box cis-
elemanlarin1 (C/T)TGAC(T/C) taniyarak ve baglanarak islev gormekte bu yiiksek
baglanma aktivitesi i¢cin hem heptapeptid dizisi hem de ¢inko parmak motifi gereklidir
(de Pater vd. 1996; Ishiguro ve Nakamura 1994).

WRKY alanlarmin sayisina ve ¢inko parmak tipine bagli olarak, WRKY
transkripsiyon faktorleri filogenetik olarak {i¢ farkli gruba ayrilmaktadirlar. ki WRKY
alanma sahip WRKY'ler Grup I; bir WRKY alanina sahip olan Grup II olarak
smiflandirilir. Grup I ve II WRKY'ler bir C2H2 tipi ¢inko parmak motifi igerir. Bir
WRKY alani1 igermesine ragmen ve bir C2HC tipi ¢inko parmak motifi iceren WRKY’ler
ise Grup III olarak adlandirilir. Ayrica, Grup 11, filogenetik analizlere dayali olarak bes
alt gruba (Ila, IIb, Ilc, I1d, Ile) ayrilmistir (Eulgem vd. 2000).

WRKY genlerinin biiyiik bir kisminin patojenlere, uyaricilara ve salisilik asit veya
jasmonik asit gibi savunmayla iligkili fitohormonlara yanit verdigini ve bitki
bagisikliginda WRKY gen ailesinin dnemli bir rol oynadigini gosterilmistir. WRKY
transkripsiyon faktorleri, patojenle iliskili molekiiler motifler (PAMP), PAMP-
tetiklenmis bagisiklik (PTI) ve efektor ile tetiklenen bagisiklik (ETI) iceren bitkinin dogal
olarak bulunan bagisikligin ¢esitli yonlerini olumlu veya olumsuz olarak diizenledigi
bildirilmistir (Ulker ve Somssich 2004; Jones ve Dangl 2006).

Atamian vd. (2012), domatesteki SIWRKY70 geninin olasi rollerini belirlemek ve
Mi-1.2 geniyle iliskisini ortaya koymak i¢in Tobacco Rattle Virus (TRV) kullanarak
SIWRKY70 genini susturmus ve transkripsiyonunu baskilamiglardir. SIWRKY70 geninin
susturulmasi, Mi-1.2 geninin patates yaprak biti (Macrosiphum euphorbiae) ve kok-ur
nematodu (Meloidogyne javanica)’na karst sagladigi dayanmiklilifin seviyesinin
azalmasina neden olmustur. SIWRKY70 transkriptlerinin patates yaprak biti ve kok-ur
nematodu enfeksiyonuna yanit olarak uyarilabildigini gézlemlemislerdir.

Bhattaria vd. (2010), mikroarray analizlerini kullanarak paralog WRKY genleri
olan SIWRKY72a ve SIWRKY72b genlerinin Mi-1.2 geninin sagladigr dayaniklilik ile
birlikte yukari yonde uyarildigimi gozlemlemislerdir. SIWRKY72a ve SIWRKY72b
genlerinin susturulmasi, patates yaprak biti ve kok-ur nematoduna kars1 Mi-1.2 genine
bagli dayanikliligin ve bazal savunma mekanizmasinin ciddi diizeyde azalmasina neden
olmustur. Arabidopsis bitkisinde T-DNA insersiyon mutantlarin1  kullanarak
SIWRKY72‘nin ortologu olan AtWRKY72’nin kok-ur nematodlarina ve oomycete
(Hyaloperonospora arabidopsidis)’e karst bazal savunma ic¢in gerekli oldugunu
belirlemislerdir.

Chinnapandi vd. (2017), hassas domates bitkisinde Mi-1.2 aviriilent M. javanica
enfeksiyonu siiresince SIWRKY45 transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonunu aragtirmislar
ve WRKY45'in ekspresyonunun, enfeksiyondan sonra 5 giin iginde 6nemli 6l¢iide arttigini
ve beslenme bolgesi gelisimi ve urun olgunlagmasi boyunca devam ettigini tespit

15



KAYNAK TARAMASI T. OZALP

etmiglerdir. Nematod besleme alanlarinin histolojik analizi, WRKY45'in besleme
hiicreleri ve iligkili vaskiiler parankima hiicreleri i¢inde yiiksek oranda eksprese edildigi
gozlemlemislerdir. SIWRKY45’in sitokinin, oksin ve salisilik asit uygulamastyla ytiksek
diizeyde uyarildigin1 ancak jasmonatlar tarafindan uyarilmadigini tespit etmislerdir.
SIWRKY45 transkripsiyon faktoriiniin ifadesinin arttirildigi domates bitkilerinin
koklerindeki disi kok-ur nematodu sayisinin 6nemli diizeyde arttig1 tespit edilmistir.
Sonu¢ olarak, S/IWRKY45’in asir1 ekspresyonunun daha hizli nematod gelisimini
destekledigini gdstermislerdir.

Chinnapandi vd. (2019), SIWRKY3 ve SIWRKY35'in M. javanica’nin hassas
domates c¢esidinin enfeksiyonu iizerindeki roliinii arastirmislardir. SIWRKY3 ve
SIWRKY35'in enfeksiyondan sonraki 5 giin i¢inde beslenme bolgesi gelisimi siiresince
uyarildigini tespit etmislerdir. Nematod besleme bdlgelerinin histolojik analizi sonucu,
gelismekte olan ve olgun besleme hiicrelerinde ve iliskili dokularda yiiksek bir SIWRKY3
ekspresyonu tespit etmislerdir. Ancak, SIWRKY35 ekspresyonu yalnizca olgun beslenme
bolgelerinde gozlemlenmistir. SIWRKY3 ve SIWRKY35 genlerinin ifadesi salisilik asit ve
indole-3-butyric acid (IBA) uygulamasi ile uyarilmis ancak jasmonik asit ve metil
jasmonata karst yanit olusturmamustir. SIWRKY3’iin overekspresyonu, M. javanica
enfeksiyonunun daha diisiik olmasina neden olurken, SIWRKY3'lin ifadesinin azaltilmasi
enfeksiyonun artmasina neden oldugunu gézlemlemislerdir.

Kok-ur nematodlarina dayaniklilik saglayan genlerden biri olan ve Mi-1.2 geninin
aksine yliksek sicakliklardan (>32°C) olumsuz etkilenmedigi bilinen Mi-3 geninin
dayaniklihik kaynagi olan S. peruvianum 1LA3858 hattinin M. incognita
inokulasyonundan sonra, WRKY13, WRKY20, WRKY30, WRKY40, WRKY41 ve WRKY70
genlerinin 25°C’de 34°C’ye kiyasla daha fazla kodlandigi tesit edilmistir (Du vd. 2020).

2.2.1.6. Hsp90 saperonu ve RARI ile SGT1 kosaperonlari

Dayaniklilik geni proteinleri ile etkilesen veya dayaniklilik geninin fonksiyonu
icin gerekli olan bazi proteinler bulunmaktadir (Schulze-Lefert, 2004). Bunlardan biri
olan Hsp90 (Heat shock protein-90) saperonu, poliproteinlerin uygun sekilde
katlanmasina yardimci olur ve proteinlerin prematiire fonksiyonlarini 6nler. Hsp90 bitki
gelisimi, ¢evresel stres tepkisi, hastalik ve zararlilara kars1 dayaniklilikta 6nemli bir yere
sahiptir (Xu vd. 2012). RAR1 ve SGT1'in, bitki hastalik direnci i¢in esas olan siire¢lerde
Hsp90 kosaperonlari olarak islev gordiigii diistiniilmektedir (Takahashi vd. 2003).

Mutasyon analizi kullanilarak, Rar1 (Required for Mlal2 resistance 1) baglangicta
arpadan (Hordeum vulgare L.) izole edilmis ve Mlal2'nin sagladig kiilleme (Blumeria
graminis f. sp. hordei) dayaniklilig1 i¢in bir gereklilik oldugu bulunmustur (Torp ve
Jorgensen, 1986). Daha sonra yapilan ¢aligmalar Rarl’in, monokotiledon ve dikotiledon
bitki tiirlerinde bazit NBS-LRR (Nucleotide Binding Site-Leucine Rich Repeats) motifine
sahip R-gen aracili dayanikliliklar i¢in gerekliligi tespit edilmistir (Shirasu vd. 1999; Liu
vd. 2002b; Muskett vd. 2002; Scofield vd. 2005). Benzer sekilde SGT'1 (Suppressor-of-
G2-allele-of-skp1)’in de c¢esitli dayanikliliklar i¢in gerekli olabilecegi gosterilmigtir
(Peart vd. 2002; Tor vd. 2002). Ralstonia solanacearum’un tiitiini enfekte ettiginde
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Hsp90 ve SGTI'in enfeksiyonu baskilalayici bir rolii oldugu, RAR I’in susturulmasinin ise
enfeksiyonu arttirdig1 gézlemlenmistir (Ito vd. 2015).

Bhattarai vd. (2007); Mi-1.2 geni tasiyan domates bitkisi ve aviriilent izolatlarin
arasindaki uyumsuz etkilesimde (incompatible interaction) Hsp90’nin ne sekilde rol
oynadigimi arastirmis ve uyumsuz iliskide Hsp90'nin ekspresyonunda degisiklikler
gozlemlemislerdir. SIHsp90-1'in susturulmas1 hem yaprak bitlerine hem de nematodlara
karst Mi-1.2°nin sagladigi dayanikliligi zayiflatirken, SISg¢/-1'in susturulmasi sadece
yaprak bitine karsi olan dayanikliligi olumsuz etkiledigi Rarl'in susturulmasi ise Mi-
1.2’in kdk-ur nematodu ve yaprak bitine kars1 sagladigi dayaniklilig: etkilememis ve Mi-
1.2 dayaniklilig1 i¢in Rarl'in gerekli olmadigini géstermislerdir.

Bitkiye penetre olmus kok-ur nematodu (M. incognita) ve kist nematodlarinin
(Heterodera glycines) J2, J3 ve J4 donemleri ve disi bireyler tarafindan iiretilen Hsp90
transkriptlerinin miktar1, yumurta igerisindeki J1 ve heniiz bitkiyi enfekte etmemis J2’lere
gore oldukeca yiiksek diizeyde bulunmustur (Elling vd. 2007; Lourengo-Tessutti vd.
2015). Nematod tarafindan ifade edilen Hsp90’nin, nematodlar1 oksidatif stres gibi
bitkinin savunma mekanizmasmin sebep oldugu kosullardan korumada rol oynadigi
diistintilmektedir. Hsp90 1 susturmak i¢in dSRNA ekspres eden transgenik tiitiin hatlar
iizerinde yapilan calismalar, Hsp90 nin susturulmasinin kék-ur nematodlarinin neden
oldugu gal sayismin kontrol bitkilerin yarisi diizeyine inmesine neden oldugunu
gostermistir (Lourengo-Tessutti vd. 2015).

Du vd. (2020); Mi-3 geni tasiyan yabani domates ¢esidi olan Solanum
peruvianum’un LA3858 hattinda 25°C’de M. incognita inokulasyonundan yaklasik 3 ve
6 giin sonra Hsp90 geninin inokulasyon yapilan giine gore yaklasik 5 kat daha fazla
transkript  irettigini buna karsin 34°C’de ise Hsp90 ifadesinin azaldigim
gozlemlemislerdir. Hsp90 geninin nematoddaki transkripsiyonu sicaklik stresi, domates
koklerindeki transkripsiyonu ise nematod enfeksiyonu ile arttigini bildirmislerdir.

Mi-3 geni tastyan Solanum peruvianum Pl 126443 hattinda SA ve JA
biyosentezinde yer alan DEG'lerin (LOX'ler ve PAL'ler) seviyeleri, 25°C de artmaktadir.
25°C'de nematod inokulasyonundan sonra, aktif oksijen sentez genleri (RBOHs) yiiksek
diizeyde ekspresyon olmakta ve antioksidan enzimlerin [siiperoksit dismutaz (SOD),
POD ve katalaz (CAT)] aktivitesinin belirlenmesi ve ROS’larin anlik birikimin oldugu
goriilmistiir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), Mi-3 aracili dayaniklilikta olumlu bir rol
oynadigi tespit edilmistir (Du vd. 2021).

2.2.1.7. Reaktif oksijen tiirleri

Bitkiler, patojenlerin penetrasyonunu ve enfeksiyonunu onlemek, hipersensitif
reaksiyonu (HR) tetikleyen spesifik proteinleri ve savunma ile ilgili bilesiklerin sentezini
indiiklemek icin ¢esitli savunma mekanizmalar gelistirmislerdir (Jones ve Dangl 2006).

HR, siiperoksit anyon (Oz") ve hidrojen peroksit (H>O;) olmak {iizere reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) hizli ve gegici birikimi ile karakterize edilen oksidatif yanmadan
(oxidative burst) dolay1 gerceklesir. Enfeksiyon bolgelerinde meydana gelen asir1 duyarl

17



KAYNAK TARAMASI T. OZALP

hiicre 6liimii, apoptoz benzeri 6zelliklere sahip bir tiir programlanmais hiicre 6liimii olarak
kabul edilir. ROS sinyallenmesi, patojen ve elisitdr tanimadan sonra iiretilen olduk¢a
reaktif bir nitrojen tiirii olan nitrik oksit (NO) ile iligskilendirilmistir (Wendehenne vd.
2004).

Uyumlu ve uyumsuz domates-nematod etkilesimlerinde enfeksiyondan 12 saat
sonra hizli bir nikrik oksit (NO) birikimi ve ROS iiretimi ger¢eklesmektedir. NO ve ROS
miktar1, uyumlu ve uyumsuz etkilesimde enfeksiyondan 24 ve 48 saat sonra farklilik
gostermektedir (Melillo vd. 2011).

Elisitor-reseptor uyumu ve H2O> birikimi bitki hiicrelerindeki ilk savunma
tepkisini temsil etmektedir (Sutherland 1991). Hiicre zariyla bagli olan NADPH
oksidazin (NOX) uyarilmasi H>O; ve ROS sentezine yol agar (Doke 1983; Sagi ve Fluhr
2001; Sagi ve Fluhr 2006). NADPH elektron vericisi olarak oksijenin tek elektron
indirgenmesiyle siiperoksit (O;") iiretimini katalizler. Siiperoksit anyonu ¢ok cesitli
reaktif oksidanlarin iiretimi i¢in bir baslangi¢c malzemesidir (Apel ve Hirt 2004).

Uyumsuz etkilesimde, ilk 12 saatte hizla bir sekilde hem H>O, hem de O, 'nin
birikimi baslamakta ve ardindan konak¢i hiicrelerde uzun siireli oksidatif stres
gozlenebilmektedir. Nematod inokulasyonundan 12 saat sonra baglayan O™ iiretiminde,
nematodlarin kendilerini beslenme bolgesine sabitleyip hareketsiz hale gelmekte ve HR
basladig1 ilk 24 saatte 6nemli bir artis olusmaktadir. Ilk 24-48 saatte ise konukcu
hiicrelerde oksidatif patlama (oxidative burst) gdzlenmektedir. Uyumsuz etkilesimde HR
sirasinda iiretilen yiliksek H2Oz seviyesi, H2O2’nin bir antimikrobiyal ajan olarak
dogrudan rol oynadigin1 géstermektedir (Melillo vd. 2011).

Kok-ur nematodlari, dayanikli domates bitkilerinde ¢ok sayida A sinifi 1s1 sok
faktorii (HsfA) genlerinin ekspresyonunu indiiklemektedir. HsfA la'nin susturulmasti, Mi-
1.2’in sagladig1 dayanikliligi, apoplastik H>O> birikimini ve RBOH (Respiratory Burst
Oxidase Homolog) kodlayan Wfil (Whitefly induced 1) geninin transkripsiyonunu
siirlandirmaktadir. Mi-1.2 geninin sagladigi dayaniklilik sonucu H2O» iiretimi i¢in
HsfA la geni gereklidir (Zhou vd. 2018). HsfA 1a geni, Wfil promotoriine baglanarak Wfil
transkripsiyonunu diizenler. Wfil'in susturulmasi, Mi-1.2’in sagladigi dayaniklilig1
tehlikeye atmaktadir. Hsf4/a ve Wfil, dayanikli bitkide Hsp90 birikiminde, hassas
domateste ise bazal savunmada rol oynamaktadir. Hsf4la ve Wfil'e baghh ROS
sinyalizasyonu, bitki savunma yanitlarinin 6nemli bir diizenleyicisi olarak islev
gormektedir (Zhou vd. 2018). Hem hassas hem de Mi-1.2 geni tagiyan dayanikli domates
koklerinin kok-ur nematodu enfeksiyonu sirasinda gecici ROS fiiretimi gézlenmektedir.
Stirekli ROS birikimi yalnizca hipersensitif reaksiyonunun goézlemlendigi nematodun
beslenme bolgesini olusturdugu hiicrelerin ¢evresinde Mi-1.2 geni tasiyan domates
bitkilerinde tespit edilebilmektedir (Melillo vd. 2006).

ROS iiretimi hem uyumlu hem de uyumsuz domates kok-ur nematodu
etkilesimleri sirasinda koklerde iyi karakterize edilmistir ve her iki etkilesim tiirii arasinda
birikimlerinin zamanlamasi ve lokalizasyonunda biiyiik farkliliklar gézlenmistir (Melillo
vd. 2006). Uygun kosullar altinda ROS, kloroplast, mitokondri, peroksizom, hiicre zari,
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endoplazmik retikulum ve hiicre duvarinda bazal seviyelerde tiretilmektedir. Ancak farkli
antioksidan mekanizmalarla temizlendikleri i¢in zarar veremezler (Foyer ve Noctor 2005;
Das ve Roychoudhury 2014). ROS iiretimi ve par¢alanmasi arasindaki hassas denge,
tuzluluk, kuraklik, asir1 sicakliklar, agir metaller, kirlilik, yiiksek 1s1nim, patojen
enfeksiyonu gibi farkl: stres faktorleri tarafindan bozulmaktadir (Das ve Roychoudhury
2014). ROS ve antioksidan etkilesiminin farklilasmasi, bir¢cok stresin yani sira ¢evre
kosullarina verilen diger tepkilerde ve bitki gelisiminin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. Hiicresel redoks dengesini bozan herhangi bir uyart PR genleri gibi
savunma ile ilgili genler i¢in de bir indiikleyici gorev gorebilir (Foyer ve Noctor 2005).
Uyumlu etkilesimde, ROSlar sadece HR tetikleyici olarak gorev yapmakla kalmayip, ayni
zamanda hiicreleri oksidatif hasardan koruyan enzimleri kodlayan genleri de aktive
etmektedir (Apel ve Hirt 2004).

ROS’lara karst savunma mekanizmasi, oksidatif stres kaynakli hasarlari
hafifletmeye yardimci olan antioksidan mekanizmadan olusur. Antioksidan mekanizma
enzimatik bilesenler ve enzimatik olmayan antioksidanlardan meydana gelmektedir.
Antioksidan mekanizmay1 i¢eren enzimler arasinda Siiperoksit Dismutaz (SOD), Katalaz
(CAT), Askorbat peroksidaz (APX), Monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR),
Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), Glutatyon Rediiktaz (GR), Guaiacol Peroksidaz
(GPX) bulunmaktadir (Das ve Roychoudhury 2014). Enzimatik olmayan antioksidanlar,
askorbik asit, azaltilmis glutatyon (reduced glutathione (GSH)), a-tokoferol,
karotenoidler, fenolikler, flavonoidler ve amino asit ve osmolit prolinden olugmaktadir
(Das ve Roychoudhury 2014). Askorbat peroksidaz, katalaz, peroksidaz ve siiperoksit
dismutaz, en etkili antioksidan enzimlerdir. Bu enzimlerin birlikte aktivitesi, stiperoksit
radikallerini ve hidrojen peroksidi suya ve molekiiler oksijene doniistiirerek hiicresel
hasart onler (Sutherland 1991). Peroksidaz, hiicrenin hem yapisal hem de fizyolojik
korunmasinda iki role sahiptir. Antioksidan olarak ROSlar1 pargalamasinin yani sira
hiicre duvarinin i¢eriginde bulunan ligninin biyosentezine de katilarak hiicre duvarlarinin
giiclendirilmesi ve hiicrelerin korunmasinda goérev almaktadir (Sutherland 1991). Zacheo
vd. (1995), dayanikli domates bitkisinde, 34°C de 27°C ye gore lignin ve peroksidaz
seviyesinin azaldigini tespit etmistir. Hipersensitif reaksiyonun gerceklestigi hiicrelerde
peroksidaz aktivesi artmaktadir. Guan vd. (2017), Mi-1.2 geni tagiyan domateste Mi-1.2
viriilent ve aviriilent M. incognita enfeksiyonu sonucu ekspresyon seviyesi farklilagan
genlerin (DEGs) durumunu arastirmiglardir. Mi-1.2 tasiyan domateste Mi-1.2 viriilent
popiilasyon, aviriilent popiilasyonun enfeksiyonuna gore ¢ok daha yiiksek peroksidaz
geni ekspresyonunu indiikledigini ve peroksidaz geninin susturulmus dayanikli domates
bitkisinde ROS birikiminin artirarak Mi-1.2 viriilent popiilasyonlarin enfeksiyonunu
azalttigin tespit etmislerdir.

2.2.1.8. Glycogenin glucosyltransferase

Bitkinin sekonder metabolitlerinden olan Glikosiltransferaz’lar, niikleotid-
difosfat ile aktive edilmis sekerleri diisiik molekiiler agirlikli substratlara aktarmakla
gorevlidir. Glikosiltransferazlar bitkinin temel fizyolojisi lizerinde etkisinin yan1 sira bitki
savunmasi ve stres toleransinda da 6nemli bir role sahiptir (Vogt ve Jones 2000; Dixon
2001; Qi vd. 2005).
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Schaff vd. (2007), yapmis olduklar1 transkriptom analizinde glycogenin
glucosyltransferase geninin nematod-bitki arasindaki uyumlu ve uyumsuz iliskide farkli
sekilde ifade edildigini gozlemlemislerdir. Mi-1.2 geni tasiyan dayanikli domates
bitkisinde glycogenin glucosyltransferase geninin susturulmasi sonucu bitki nematoda
kars1 hassas hale getirilmis ve Mi-/.2 geninin sagladigr dayaniklilik i¢in glycogenin
glucosyltransferase geninin gerekli oldugunu bildirmislerdir.

2.3. qRT-PCR

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), hiicrede gergeklesen DNA replikasyonunun
laboratuvar ortaminda bir tiip icerinde taklit edilmesi sonucu hedef DNA bolgesinin
cogaltilmasi islemidir (Okutucu ve Pehlivan 2003). Ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (Real-time PCR, qPCR), klasik PCR’1n modfiye edilmesiyle ortaya ¢ikmis ve
baslangi¢ materyalindeki niikleik asit miktarini ¢ok diisiik bir konsantrasyonda olsa bile,
spesifik olarak dl¢iilmesine izin veren bir teknolojidir (Higuchi vd. 1992, 1993; Fraga vd.
2008). Hedef dizinin amplifikasyonunun floresan teknolojisi kullanilarak gergek zamanli
olarak izlenmesiyle, amplifiye edilmis hedefin bir esik algilama seviyesine ne kadar hizli
ulastig1 izlenir ve baslangi¢ materyali ile iliskilendirilir (Fraga vd. 2008).

Gen ekspresyon seviyelerinin dl¢iilmesi, gen fonksiyonu hakkinda degerli ipuglari
verebilir. Gergek zamanli ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) gen
ifadesinin Ol¢iimii i¢in giiclii bir aracgtir (Schmittgen ve Livak 2008). qRT-PCR gen
ifadesi Ol¢limiinde kullanilan diger yontemlerden olan dot blot analizine gére 1000 kat,
RNase protection analizine gore ise 10.000 ila 100.000 kat daha hassas sonug vermektedir
(Wang ve Brown 1999; Malinen vd. 2003). gqRT-PCR, analiz i¢in gereken az miktarda
materyale gerek duymasi, hizl1 ve dogru veri iiretme yetenegi ve ayn1 anda birden fazla
geni analiz etme kapasitesi ile diger yontemlere gore daha avantajlidir (Fraga vd. 2008).

Bagil niceleme sirasinda (relative quantitation), hedef gen ekspresyonundaki
degisiklikler, bir referans ornege dayali olarak Olgiiliir (Livak ve Schmittgen 2001).
Goreceli niceleme deneylerinden ortalama normallestirilmis gen ekspresyonunu
hesaplamak i¢in ¢ok sayida matematiksel model mevcuttur (Pfaffl 2001; Livak ve
Schmittgen 2001; Liu ve Saint 2002). Kullanilan yonteme bagl olarak, bunlar farkli
sonuglar verebilmektedir (Wong ve Medrano 2005). En yaygin kullanilan yontem olan 2
AACT ydntemi, uygulama yapilmis ve yapilmamis 6rnegin bagil analizini referans gene
gore normallestirerek yapmaktadir (Livak ve Schmittgen 2001).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1 Bitki materyali

Caligmada bitki materyali olarak dayanikli Multy RN (Mi-/.2 geni tasiyan) ve
duyarli Multy F1 (Mi-1.2 tasimayan) olmak tizere iki farkli domates ¢esidi kullanilmistir.

Gen ifadesi caligmalarinda olasi genetik arka plana (background) bagli baska
parametreleri azaltmak i¢in domates ¢esitleri Mi-1.2 geni hari¢ genetik olarak birbirlerine
olduk¢a yakin olarak secilmistir. Domates ¢esitleri Multi Tohum Tar. San. Tic.
A.S.firmasindan saglanmigtir. Cesitlere ait tohumlar firmaya ait modern fidelikte
viyollere ekilmis ve fideler elde edilmistir. Bitkideki genlerin tepkisinin farklilagsmamasi
ve nematodlara karsi olas1 olumsuz etkilerini gz ardi etmek i¢in fidelere yetistirme
stiresince hicbir pestisit uygulamasi yapilmamaistir.

3.1.2. Nematod materyali

Bu calismada Meloidogyne incognita’nin aviriilent S6 izolati ile viriilent V30
izolat1 kullanilmistir. S6 izolati, Devran ve So6giit (2009) tarafindan Antalya’nin Serik
ilcesinden biber bitkisi koklerinden alinan yumurta kiimelerinde toplanip kiiltiire
alinmistir. V30 izolati, S6 popiilasyonunun laboratuvar kosullarinda dayanikli domates
cesidi tlizerinde seleksiyonu sonucu Mi-/ viriilent 6zellik kazandirilmistir. Boylece ayni
poplilasyondan sadece Mi-1.2 geni tasiyan bitkide beslenme bdlgesi olusturabilen ve
olusturamayan olarak iki farkli izolat kullanilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Bitki materyalinde Mi-1.2 geninin patolojik olarak dogrulanmasi

Denemede kullanilan bitkilerin kok-ur nematoduna dayaniklilik durumunun
patolojik olarak kontrol edilmesi i¢in bitkilere M. incognita’nin S6 izolat1 inokulasyonu
yapilarak enfeksiyon durumlarina bakilmistir. Bunun i¢in 4 yaprakli donemdeki Multy
F1 ve Multy RN domates ¢esitlerine ait fideler 250 cc’lik saksilara dikilmistir. Saksilarda
kullanilan kumlu-tinli toprak karisimi dikimden 6nce otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Bitkiler sasirtildiktan 1 hafta sonra Mi-1.2 aviriilent 6zellikte M. incognita S6
izolatinin yumurtadan yeni ¢ikmig larvalari sayilarak bitkilere bulastirilmistir. Domates
fidelerinin kok bogazi yakinina agilan delikten 1000 adet J2 verilerek inokulasyon islemi
gerceklestirilmistir. Deneme 5 tekerriirlii olarak kurulmustur. Domates fideleri, 25°C
ortam sicakligl, 16:8 (giindiiz: gece) ve 60+5% nem kosullarinda sahip iklim odasinda
yetistirilmiglerdir.

Inokulasyondan 60 giin sonra bitkiler sdkiilmiis, kokler cesme suyu altinda
nazikce topraklarindan temizlenmistir. Kokler 0.15 g/l phloxine B soliisyonunda 10
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dakika bekletilip daha sonra normal su igerisinde fazla boyasindan armdirilmistir (Ogal
vd. 2018). Koklerde olusan yumurta kiimeleri ve urlar sayilmis ve kayit altina alinmistir.

3.2.2. Bitki materyalinde Ai-1.2 geninin molekiiler olarak dogrulanmasi

3.2.2.1. DNA izolasyonu

Denemede bitki materyali olarak kullanilan Multy F; ve Multy RN F; domates
materyallerinin taze yapraklarindan alinan doku 6rneklerinden DNA izolasyonu Wizard
Magnetic Kit (Promega, ABD) kullanilarak firmanin 6nerdigi protokole gore yapilmistir.

3.2.2.2. PCR calismasi

Denemede kullanilacak domates materyalleri olan Multy F1 ve Multy RN’deki
Mi-1 geninin durumu Mi23F/Mi23R primerleri (Seah vd 2007b kullanilarak molekiiler
olarak dogrulanmistir (Cizelge 3.1). Pozitif kontrol olarak Tueza F; (mimi), Seval F;
(Mimi) ve Browny Fi (MiMi) domates cesitlerinden izole edilen DNA’lar kullanilmistir.
PCR dongiisii SimpliAmp™ Thermal Cycler (Applied Biosystems, CA, USA) cihazinda
gerceklestirilmistir (Cizelge 3.2). Elde edilen PCR firiinleri Xpert Green DNA Stain ile
boyanan %1.5’lik agaroz jelde TAE buffer i¢erisinde 150 voltta 40 dk yiiriitiilmiis ve UV
15181 altinda Intas Gel IX Imager cihazi kullanilarak goriintiilenmistir.

Cizelge 3.1. Mi23F ve Mi23R primerleriyle yapilan PCR igerigi ve miktarlari

Bilesenleri Miktar
DNA 2,5 uL
10X PCR Buffer 2,5 uL
MgCl, 2 uL
Forwar Primer-MincF 1 uL
Reverse Primer-MincR 1 uL
dNTP 1 uL
Taq Polymerase 0,25 uL
Saf Su 14,75 pL
Toplam 25 pLL
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Cizelge 3.2. Mi23F ve Mi23R primelerinde kullanilan PCR programi

Sicakhik  Siire Dongii

94°C 3 dk 1 dongii

94°C 30 sn

56°C 30 sn 35 dongii
72°C 60 sn

72°C 7 dk 1 dongii
4°C 0

3.2.3 Kok-ur nematodu izolatlariin saf kiiltiir popiilasyonlarinin olusturulmasi

Nematoloji laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda bulunan M. incognita S6 ve V30
izolatlarinin iklim odasinda siirdiiriilmesi boyunca diger M. incognita izolatlariyla
bulagsmis olma olasiligini ortadan kaldirmak igin tekrar saf kiiltiirleri yapilmistir. Bu
amacla Stereo mikroskop altinda toplanan yumurta kiimelerinden biri se¢ilip 3 ayr1 su
dolu petri kabinda yiizeysel olarak temizlenmis ve 1,5 ml’lik santrifiij tiipiine alinmistir.
Aviriilent S6 izolatinin hassas Tueza F; fidesine, Mi-1.2 viriilent izolatinin ise Mi-1 geni
tastyan dayanikli Seval F; domates fidesine kok bogazi yaninda agilan delige yumurta
kiimesi birakilarak inokulasyonu yapilmistir. Domates fideleri, 25°C ortam sicakligi, 16:8
fotoperiyot ve 60+5% nem kosullarinda sahip iklim odasinda 2 ay boyunca
yetistirilmislerdir. inokulasyondan 8 hafta sonra sokiim islemi gerceklestirilmis ve
domates kokleri, su altinda yikanarak kok {izerinde gelisen yumurta kiimeleri
toplanmustir.

3.2.4. Meloidogyne incognita popiilasyonlarinin molekiiler olarak dogrulanmasi
3.2.4.1. DNA izolasyonu

Saf kiiltiirleri elde edilen M. incognita S6 ve V30 izolatlarinin ikinci donem
larvalarindan DNAeasy Tissue and Blood Kit (Qiagen, Hilden, Germany) kullanilarak
DNA izolasyonu yapilmistir.

3.2.4.2. PCR calismasi

S6 ve V30 izolatlarinin M. incognita oldugunu dogrulamak i¢in bu tiire 6zgii
MincF/MincR primeri ile PCR islemi ger¢eklestirilmistir (Devran vd. 2017) (Cizelge 3.3;
3.4). Elde edilen PCR iiriinleri Xpert Green DNA Stain ile boyanan %1.5’1ik agaroz jelde
TAE buffer igerisinde 150 voltta 40 dk yiiriitiilmiis ve UV 15181 altinda Intas Gel IX
Imager cihazi kullanilarak goriintiilenmistir.
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Cizelge 3.3. MincF ve MincR primerleriyle yapilan PCR igerigi ve miktarlar

Bilesenleri Miktar
DNA 2,5 uL
10X PCR Buffer 2,5 uL
MgCl12 2 uL
Forward Primer-MincF 1 uL
Reverse Primer-MincR 1 uL
dNTP 1 uL
Taq Polymerase 0,25 uL
Saf Su 14,75 pL
Toplam 25 pLL

Cizelge 3.4. MincF ve MincR i¢in kullanilan PCR programi

Sicakhik  Siire Dongii
94°C 3dk 1 dongii
94°C 30 sn

56°C* 30 sn 35 dongii
72°C 60 sn

72°C 7 dk 1 dongii
4°C ©

3.2.5. Nematod izolatlarinin ¢ogaltilmasi

Aviriilent S6 izolat1 hassas Tueza F; domates fidesi lizerinde, Mi-1.2 viriilent V30
izolat1 ise Mi-1.2 geni tasityan dayanikli Seval F1 domates fidesi iizerinde ¢ogaltilmistir.3-
4 gergek yaprakli donemdeki fideler otoklav edilmis steril kumlu-tinli toprak kullanilarak
250 cc’lik saksilara sagirtilmigtir. 1 hafta sonra her bitkinin kok bogazina acilan deliklere
5-10 adet yumurta kiimesi verilerek nematod inokulasyonu yapilmistir. Inokulasyondan
60 giin sonra bitkiler sokiilmiis ve ¢gesme suyu altinda kokler topraktan arindirilmaistir.
Yumurta kiimeleri kokler tizerinden toplanmig ve 1,5 mI’lik santrifiij tliplerine alinmustir.
Yumurta kiimeleri +4°C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.6. Denemelerin dizaym

Denemede Mi-1.2 geninin sagladig1 dayaniklilik iizerinde etkisi oldugu diistiniilen
genlerin aviriilent izolata (S6) ve Mi-1.2 viriilent izolata (V30) verdiklerin tepkilerin
karsilastirilmasi amacglanmistir. Bu tepkiyi arastirmak i¢in duyarli Multy F; ve dayanikl
Multy RN F; domates ¢esitleri kullanilmigtir.

Nematodlarin bitkiye girisi, beslenmeye baglamasi, dayanikli bitkide hipersensitif
reaksiyonun ger¢eklesmesi, hassas bitkide ise beslenme bolgesinin olusmasi siireclerinde
hedef genlerin ifadesindeki degisimin takip edilebilmesi i¢in inokulasyonun yapildigi
giinden 1, 2, 3, 4 ve 5 giin sonra bitkiler sokiiliip RNA izolasyonu yapilacak sekilde
deneme dizayn edilmistir. Sokiimler inokulasyon yapilan saatten tam 24 saat sonra
baslamis ve tam 24 saat araliklarla devam etmistir (inokulasyondan 24, 48, 72, 96 ve 120
saat sonra). Nematod inokulasyonu yapilan bitkilerdeki hedef genlerin ifadesi nematod
inokulasyonu yapilmamis kontrol bitkilerine bagli olarak (relative gene expression)
analiz edileceginden dolay1 her giin i¢cin nematod inokulasyonu yapilmayan kontrol grubu
olusturulmustur. Deneme her grup icin 3 biyolojik tekerriirlii olarak kurulmustur (Cizelge
3.5). Ayrica denemede kullanilan domates ¢esitlerinin dayanikli ve hassas olduklarinin
patolojik olarak dogrulanmasi, nematod popiilasyonlarinin Mi-1.2 viriilent ve aviriilent
durumunun kanitlanmasi amaciyla 6 tekerriirlii bir deneme kurulmustur (Cizelge 3.6). Bu
bitkiler inokulasyondan 8 hafta sonra sokiilerek, kok agirliklari, ur ve yumurta kiimesi
sayilar1 kayit altina alinmistir. Ur ve yumurta kiimesi sayilarina loglO(x+1)
transformasyonu uygulanmig ve ANOVA testi yapilmistir. Ortalamalar arasindaki
farkliliklar SAS (versiyon 9.00) programi kullanilarak TUKEY testine (P<0,05) gore
karsilastirtlmistir.
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Cizelge 3.5. qRT-PCR calismasinda RNA izolasyonu yapilan bitkilerin adlandirilmasi

Dayamkh Domates

Hassas Domates

Sokiim
Zamam Kontrol** Aviriilent Viriilent Kontrol Aviriilent Viriilent
nematod nematod nematod nematod
A-1 B-1 C-1 X-1 Y-1 Z-1
0 giin* A-2 | DKO | B-2 DAO | C-2 DVO | X-2 | HKO | Y-2 | HAO0 | Z-2 HV0
A-3 B-3 C-3 X-3 Y-3 Z-3
A-4 B-4 C-4 X-4 Y-4 Z-4
1 giin A-5 | DK1 B-5 DA1 C-5 DV1 X-5 | HK1 | Y-5 | HA1 Z-5 HV1
A-6 B-6 C-6 X-6 Y-6 Z-6
A-7 B-7 C-7 X-7 Y-7 Z-7
2 giin A-8 | DK2 | B-8 DA2 C-8 DV2 | X-8 | HK2 | Y-8 | HA2 | Z-8 HV2
A-9 B-9 C-9 X-9 Y-9 Z-9
A-10 B-10 C-10 X-10 Y-10 Z-10
3 giin A-11 | DK3 | B-11 | DA3 | C-11 | DV3 | X-11 | HK3 | Y-11 | HA3 | Z-11 | HV3
A-12 B-12 C-12 X-12 Y-12 Z-12
A-13 B-13 C-13 X-13 Y-13 Z-13
4 giin A-14 | DK4 | B-14 | DA4 | C-14 | DV4 | X-14 | HK4 | Y-14 | HA4 | Z-14 | HV4
A-15 B-15 C-15 X-15 Y-15 Z-15
A-16 B-16 C-16 X-16 Y-16 Z-16
5 giin A-17 | DK5 | B-17 | DAS | C-17 | DV5 | X-17 | HKS | Y-17 | HAS | Z-17 | HV5S
A-18 B-18 C-18 X-18 Y-138 Z-18

* Inokulasyondan sonra bitkilerin sokiiliip koklerden RNA izolasyonu yapilacak giinler
** AACT hesaplanmasinda kullanilacak untreated 6rnekler
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Cizelge 3.6. Bitkilerin dayaniklilifi ve nematod izolatlarinin virulensligi i¢in deneme
plani

. Dayanmikh Domates Hassas Domates
Sokiim
Zamam | Kontrol Aviriilent Viriilent Kontrol Aviriilent Viriilent
nematod nematod nematod nematod
D-1 DS6-1 DV30-1 H-1 HS6-1 HV30-1
D-2 DS6-2 DV30-2 H-2 HS6-2 HV30-2
D-3 DS6-3 DV30-3 H-3 HS6-3 HV30-3
8 hafta
D-4 DS6-4 DV30-4 H-4 HS6-4 HV30-4
D-5 DS6-5 DV30-5 H-5 HS6-5 HV30-5
D-6 DS6-6 DV30-6 H-6 HS6-6 HV30-6

3.2.7. Bitkilerin inokulasyonu

Mi-1.2 geni tagityan ve Mi-1.2 geni tasimayan domates ¢esitlerine ait fideler 2-3
gercek yaprakli donemlerinde 250 cc’lik saksilara sasirtilmistir. Bitkiler sasirtildiktan 1
hafta sonra Cizelge 3.1°de planlanan bitkilere S6 ve V30 izolatlarina ait J2’ler inokule
edilmistir.

Nematod inokulasyon islemi i¢in M. incognita’ya ait S6 ve V30 izolatlarinin
yumurta kiimeleri Modifiye Edilmis Baerman-Funnel (Hooper, 1986) eleklerine
konulmustur. Yumurtadan ¢ikis yapip suya gecen J2’ler 15 ml’lik tiiplere alinmistir. J2
ler 151k mikroskobu altinda sayilmis (Sekil 3.1.a) ve 1 ml’de 1000 adet J2 olacak sekilde
gerekli ayarlama yapilmistir. Bitki kdk bogazina agilan iki delige 1000 adet J2 iceren
Iml’lik soliisyon dagitilmistir. (Sekil 3.1.b). Nematod inokulasyonu gergeklestirilen
bitkiler 25+1°C, 16:8 fotoperiyot ve 60+£5% nem kosullarindaki iklim odasinda
tutulmustur. Inokulasyon yapilan domates fideleri planlanan sekilde inokulasyondan 1,
2,3, 4 ve 5 giin sonra sokiilmiis ve kokleri gesme suyu altinda topraktan arindirilip, kokler
RNA izolasyonu asamasina hazir hale getirilmistir.
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Sekil 3.1. a) Mikroskop altinda J2’lerin sayimi, b) Bitkilere nematod inokulasyonunun
yapilmasi

3.2.8. RNA izolasyonu

Sokiimii yapilan bitkilerin koklerinin 1 cm’lik ug¢ kisimlart kesilerek alinmustir.
Kok parcgalart hassas terazide tartilarak 50 mg’1 collection tiiplerine alinmistir. Daha sonra
kok pargalar1 TissueLyser II (Qiagen) cihazi kullanilarak buffer ortaminda parcalanmistir.
RNA izolasyonu Plant/Fungi Total RNA Purification Kit (Norgen Biotech Corp.)
kullanilarak belirtilen protokole uygun olarak gerceklestirilmistir. RNA izolasyonunda
ilk Wash Buffer kullanimindan sonra DNase enzimi (RNase-Free DNase Set, Qiagen)
kullanilarak izole edilen RNA’da kalabilecek DNA’nin parcalanmasi saglanmistir.
RNAlar agaroz jele yiiklenip goriintiilenerek kontrol edilmistir. izole edilen RNA’larda
DNA’nin olup olmadigt Mi23 primeri kullanilarak klasik PCR’da kontrol edilmistir.
RNA’lar cDNA sentezi islemine kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
3.2.9. RNA miktarmin 6lciilmesi ve sabitlenmesi

RNA izolasyonu gergeklestirilen oOrneklerin konsantrasyonlart NanoDrop™
2000/2000c Spectrophotometers (Thermo Scientific™) cihazi kullanilarak 6l¢iilmiistiir.
Elde edilen RNA orneklerinin konsantrasyonlar1 ve safliklar1 260 ve 280 nm dalga
boylarindaki absorbanslarinin dl¢lilmiiyle belirlenmistir. Tiim RNA 6rneklerinin RNA
konsantrasyonu 100 ng’a seyreltilmistir.

3.2.10. RNA’lardan cDNA sentezi

Domates bitkilerinin koklerinden izolasyonu gerceklestilmis olan RNA’lar,
EvoScript Universal cDNA Master Kit (Roche) kullanilarak cDNA’ya ¢evrilmistir.

100 ng konsantrasyonundaki 5 pL. RNA, 4 pL Reaction Buffer ve 9 pL saf su
olmak iizere toplam 18uL’den olusan karigimlar buz tizerinde 10 dakika bekletilmigtir
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(Cizelge 3.7). Daha sonra bu reaksiyon karisimi 6rnek sayisi kadar hazirlanmis ve her biri
izerine 2 pL enzim eklenmis ve toplam 20 pL olan karisim vortekslenmeden pipetle iyice
karistirilmistir. Karigim, Cizelge 3.8’de belirtilen sekilde ayarlanmis thermocycler
cihazina (SimpliAmp™ Thermal Cycler (Applied Biosystems)) yerlestirilmistir.
Reaksiyon sonucunda 20 pL cDNA sentezi gerceklestirilmistir. EvoScript Universal
cDNA Master Kiti protokoliinde belirtildigi sekilde 20 pL. cDNA’larin {izerine 40 pL saf
su eklenerek cDNA seyreltilmis ve 60 pL (20 uL+40 puL) cDNA elde edilmistir.

Cizelge 3.7. EvoScript Universal cDNA Master Kit (Roche) kiti kullanilarak cDNA
sentezi i¢in bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Miktar
Su, PCR-grade 9uL
Reaction Buffer 4 uL
Enzim 2 uL
RNA 5uL
Toplam 20 uL

Cizelge 3.8. cDNA sentezi i¢in kullanilan PCR programi

Sicakhik Siire Dongii
42°C 15 dk 1 dongii
85°C 5dk 1 dongii
65°C 15 dk 1 dongii
4°C 00

cDNA’ya ¢evrilmeyen RNA’lar ise denature olmadan muhafaza edilebilmeleri
icin -80°C’ye kaldirilmistir. Elde edilen ¢cDNA’lar qRT-PCR isleminde kullanilmak
izere -20°C’ye yerlestirilmistir.

3.2.11. qRT-PCR Calismalar

Caligsma kapsaminda 2 adet Mi-1.2 geni, 11 adet diger genler ve 2 adet referans
gen icin primerler kullanilarak qRT-PCR gerc¢eklestirilmistir (Cizelge 3.9).
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Cizelge 3.9. qRT-PCR calismalarinda kullanilan genler ve primer dizileri

Genin Ad1 Primer ad1 | Primer Dizisi (3°-5°) Referans
FjMi-1.2F CCCGAAATTGGATTGCCTAA
Fujimoto vd. (2011)
FjMi-1.2R ACGGCCGATTTGTCACAAC
Mi-1.2
ToMi-1.2F1 | GGTTCTCTAGCTAAACTTCAGCCAG
Bu ¢aligma
ToMi-1.2R1 | ACACCAATGAGTTGTTTGCTTCT
PRIF TGATGCTCAAAATTCACCCC
PR-1a Sanz-Alferez vd. (2008)
PRIR TTCCGACACCCACAATTCC
PR2F AAGTATATAGCTGTTGGTAATGAA
PR-2 Sanz-Alferez vd. (2008)
PR2R ATTCTCATCAAACATGGCGAA
PRSF CGACTCCCGTAGGAGGT
PR-5 Bu ¢aligma
PR5R CCTCTACCAGCACCATCAAA
SIW72aF TTCAATCTGCATTGGCTGTT
SIWRKY72a Bhattarai vd. (2010)
SIW72aR TTCTGCCCAGATTTTTCGTC
SIW72bF TCCAGTCTCCCTTCAAGCTC
SIWRKY72b Bhattarai vd. (2010)
SIW72bR ATTATTCGCGGAAGCAGAAA
SIW45F CCAACATGCCCAGTCAAGAA
SIWRKY45 Chinnapandi vd. (2017)
SIW45R GAGGATGGTTGTGTTCCCCTT
SIW3F CAGCCCAGGTCCAATGTCT
SIWRKY3 Chinnapandi vd. (2019)
SIW3R CATATCCGGCGAGAAGCTGGGA
Glycogenin GlyF GAAGATGCAGGGATTGATGAAGAC
Schaff vd. (2007)
glucosyltransferase | GlyR CGTGGAGCCTCGTGGATTAT
HsfAF CTGCCTCATTTATCCCAGGT
HsfAla Zhou vd. (2018)
HsfAR CTGCCTCATTTATCCCAGGT
Hsp90F CAAGCTTGGTATCCATGAGG
Hsp90-1 Zhou vd. (2018)
Hsp90R ATTCTGGCCTTCTTTCATCC
PexF ATTTCATGATGGGTTGCCCA
Peroxidase Bar-Or vd. (2005)
PexR CATCCTGACAAGGGCAGCA
GAPF CTGCTCTCTCAGTAGCCAACAC
GAPDH Levdal ve Lillo (2009)
GAPR CTTCCTCCAATAGCAGAGGTTT
EFlaF GGTGGTTTTGAAGCTGGTATCTCC
EF-la Cohn ve Martin (2005)
EFl1aR CCAGTAGGGCCAAAGGTCACA

*Primerlerin ismi tarafimizdan verilmistir.
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3.2.11.2. qRT-PCR calismasi

Caligmada kullanilacak olan primer icin Oncelikle 58°C ve 60°C annealing
sicakliklarinda qRT-PCR kurulmustur. Her gen icin uygun annealing sicakliina erime
pikleri (melting peakleri) incelenerek karar verilmistir.

Reaksiyonlar LightCycler SYBR Green I Master (Roche) karsimi kullanilarak
gerceklestirilmistir (Cizelge 3.10). Hazirlanan plateler, 60 saniye 2000 rpm’de santrifiij
yapilip daha sonra LightCycler® 480 II (Roche) cihazina yerlestirilmis ve qRT-PCR
islemi asagidaki program kullanilarak gerceklestirilmistir (Cizelge 3.11).

Cizelge 3.10. SYBR Green I ile yapilan qPCR reaksiyonu bilesenleri ve miktarlari

Bilesenler Miktar
Su, PCR-grade 1.7 uL
Forward Primer-F (10 pM) 0,4 uL
Reverse Primer- R (10 uM) 0,4 L
Enzim Karisimi (2x) (Roche ) 5uL
DNA 2.5 uL
Toplam 10 uL

Cizelge 3.11. Primerlerin optimizasyonu i¢in kullanilan qRT-PCR programi1

Sicakhik  Siire Dongii Program

95°C 600sn 1 dongi Denaturasyon

95°C 10 sn

>8/60°C* 20 'sn 40 dongii  Quantification
o 20 sn

72°C (okuma)

95°C I sn

60°C 1 dk 1 dongii Melting

95°C ©

*Primerlere bagli olarak degistirilmistir.
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3.2.5. Sonuglarin analizi

Bitkilerin koklerinden elde edilen RNA’lar, M. incognita nin aviriilent S6 ve Mi-
1.2 virlilent V30 izolatlarina kars1 inokulasyondan belirli siireler sonrasinda olusan
tepkiler arasindaki farklhiliklar 2-2ACT degerleri hesaplanarak incelenmistir (Livak ve
Schmittgen 2001; Schmittgen ve Livak 2008). Sonuclarin analizinde kullanilan formiiller
asagida belirtilmistir.

ACT = (CT,hedefgen_ CT,referans gen)

AACT = (ACT,hedefgen_ ACT,referalns gen)Tx - (ACT,hedefgen_ ACT,referans gen)TO
Tx = Inokulasyondan izolasyona kadar gegen siire (giin)

To = Inokulasyon yapilmamis &rnek

2-2ACT degeri, > 1ise; Degisim katsayis1 = 2744CT

< lise; Degisim katsayis1 = ~ >aacT

ACr degerleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi icin ANOVA testi
yapilmistir. ACt degerleri SAS (versiyon 9.00) istatistik programi kullanilarak, Tukey
testine (P<0,05) gore karsilastirilmistir.

3.2.6. qRT-PCR iiriinlerinin kontrolii

gRT-PCR c¢alismalarinda SYBR Green kullanildigi i¢in bazi durumlarda
hedeflenen bdlgenin ¢ogaltilmamasi sonuglarda yanlisliklara neden olabilmektedir. Bu
durumun ontine gegmek i¢in hedef primerlerin istenen bolgeyi ¢ogaltip ¢ogaltmadigi
kontrol edilmistir. Bunun i¢in her primerin qRT-PCR iirlinleri %1,5’lik agaroz jelde
kosturularak bant uzunluklarinin beklenen uzunluklarda olup olmadig1 incelenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Mi-1.2 Geni Tarafindan Saglanan Dayaniklihigin Patolojik Olarak
Dogrulanmasi

Multy F1 ve Multy RN domates ¢esitleri, Mi-1 aviriilent Meloidogyne incognita
S6 izolat1 ile inokulasyon yapildiktan sonra 8 hafta iklim odasinda tutulmus ve daha sonra
bitkiler sokiilmistiir. Sokiilen bitkilerin koklerinde olusan ur ve yumurta kiimeleri
sayilmistir. Beklendigi gibi hassas domates ¢esidi olan Multy F1’de aviriilent S6 izolati
cok sayida (>90) ur ve yumurta kiimeleri olusturmus fakat dayanikli Multy RN domates
cesidinde yumurta kiimesi olusturmamis, ur sayist ise Hartman ve Sasser (1985)’in 0-5
dayaniklilik skalasina gore dayanikli olarak (<10) bulunmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4. 1. S6 izolat1 ile inokulasyonu yapilan domateslerde olusan yumurta kiimesi ve
ur sayilari

Domates Yumurta
- izolat Adi1 | Kiimesi Ur Sayisi
Cesidi
Sayisi
Multy RN S6 0,0 1,8
Multy F1 S6 97,4 143,8

4.2. Mi-1.2 Geninin Molekiiler Analizi

Denemede kullanilan Multy RN ve Multy F1 domates c¢esitlerinin Mi-1.2 geni
tastyip-tasimadigt Mi23F/Mi23R primerleri kullanilarak kontrol edilmistir (Seah vd.
2007b). Geng yapraklardan izole edilen DNA’lar kullanilarak PCR yapilmis ve PCR
iriinleri %1.5°lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra fotograflanmistir. Beklendigi gibi
duyarli domates ¢esidi Multy F1’de 430 bp, dayanikli domates ¢esidi Multy RN’de ise
380 ve 430 bp uzunlugunda DNA bantlar1 elde edilmistir. Ayrica kontrol olarak
kullanilan homozigot ve heterezigot dayanikli 6rneklerde de beklenen DNA bantlar elde
edilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Mi23F ve Mi23R primerleriyle elde edilen PCR {irtinleri. M: Molekiiler markor
(100 bp DNA ladder, Hibrigen), ML: Multy FI, MR: Multy RN, B: Browny FlI
(Homozigot dayanikli), S: Seval F1 (Heterozigot dayanikli), T: Tueza F1 (Hassas), W: su

4.3. Meloidogyne incognita Izolatlarinin Molekiiler Tanimlanmasi

Calismada kullanilan Mi-1.2 virillent V30 ve aviriilent S6 kok-ur nematod
izolatlarina ait DNA’lar kullanilarak M. incognita’ya 6zgli MincF/MincR primer setleri
(Devran vd. 2017) ile PCR yapilmis ve PCR fdriinleri %1,5’lik agaroz jelde
ylriitiilmiistiir. Her iki izolata ait 150 bp uzunlugunda M. incognita’ya ait beklenen DNA
bantlar1 elde edilmis ve izolatlar M. incognita olarak tanimlanmistir (Sekil 4.2).

M S6 V30 G7 A4 K18 W

Sekil 4.2. MincF ve MincR primerleriyle elde edilen PCR iiriinleri. M: Molekiiler markor
(100 bp DNA ladder, Hibrigen), S6: M. incognita, V30: M. incognita, G7: M. incognita,
A4: M. javanica, K18: M. arenaria, W: su

4.4. Nematod Inokulasyonlarinin Kontrolii

Bitkilere nematod penetrasyonunun basariyla gergeklestigini ve nematod
izolatinin Mi-1.2 viriilent ve aviriilent 6zelliginin dogrulanmasi i¢in inokulasyonlar
yapilmistir. Bunun i¢in RNA izolasyonu yapilan bitkilere inokulasyon yapilirken ayni
zamanda her gruptan (Dayanikli bitki-aviriilent nematod izolati, Dayanikl1 bitki-viriilent
nematod izolati, Hassas bitki-aviriilent nematod izolati, Hassas bitki-viriilent nematod
izolat1) 6’sar bitkiye de nematod inokulasyonu yapilmis ve 8 hafta boyunca iklim
odasinda yetistirildikten sonra sokiilmiistiir. Deneme sonucunda Mi-1.2 viriilent izolat ile
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inokulasyon yapilmig Multy RN ve Mi-1.2 viriilent ve aviriilent izolat ile inokulasyon
yapilmis Multy F1 bitkilerinde ur ve yumurta kiimeleri, avirulent S6 izolat1 inokulasyonu
yapilmis olan Multy RN’deki ur ve yumurta kiimesi say1larina gore istatistiki olarak farkl
bulunmustur. Dayanikli bitkiye Mi-1.2 viriilent izolat inokulasyonu sonucunda olusan ur
ve yumurta kiimesi sayilarinin hassas bitkide olusan ur ve yumurta kiimesi sayilarindan
istatistiki onemde farkli olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica V30 izolatinin beklendigi gibi Mi-
1.2 viriilent oldugu dogrulanmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Meloidogyne incognita’nin S6 ve V30 ile inokulasyon yapilan domates
bitkilerinin ur ve yumurta kiimesi sayilari

Domates . Yumurta
Cesidi Izolat Adx Kiimesi Sayis1 Ur Sayis1
S6 0,00 b* 2,17b
Multy RN
V30 97,67 a 164,50 a
S6 96,33 a 133,17 a
Multy F1
V30 75,33 a 169,67 a

* Ayni siitun igerisinde ayni harf ile gosterilen degerler arasinda istatistiki farklilik bulunmamaktadir (Tukey Testi,
P<0,05).

4.5. Izole Edilen RNA’larin Agoroz Jelde Goriintiilenmesi

Bitki koklerinden RNA izolasyonu Plant/Fungi Total RNA Purification Kit
(Norgen Biotech Corp.) kullanilarak gergeklestirilmistir. RNA izolasyonun basarili olup-
olmadigint anlamak i¢in RNA’lar %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilmiis ve goriintiilenmistir
(Sekil 4.3). Sonuglar, RNA izolasyonunun basarili oldugunu gostermistir.

Sekil 4.3. RNA’larin agaroz jeldeki gorilintiisii

4.6. DNA Kontaminasyonunun Kontrolii

izole edilen RNA’larda DNA’nin kalip kalmadigini belirlemek icin RNA’lar
Mi23 molekiiler markérii (Seah vd. 2007b) kullanilarak klasik PCR yapilmistir.
Beklendigi gibi kontrol 6rnekleri hari¢, RNA o6rneklerinin hi¢birinde PCR {irlinii elde
edilmemigtir (Sekil 4.4). PCR sonuglari, RNA o6rneklerinde DNA kontaminasyonunun
olmadigini géstermistir.
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M MLMRR T B

Sekil 4.4. Mi23F ve Mi23R primerleriyle elde edilen PCR f{iriinlerinin jel goriintiisii. M:
Molekiiler markdr (100 bp DNA ladder, Hibrigen), ML: Multy F1 (DNA), MR: Multy
RN (DNA), R: Ornek (RNA), T: Tueza F1 (DNA), B: Browny F1 (DNA), S: Seval F1
(DNA), W: su.

4.7. izole Edilen RNA Miktarimin Olciimii

Izolasyonu gerceklestirilen RNA’larin  konsantrasyonu belirlenmesi  ve
safliklarinin 260 ve 280 nm dalga boylarinda absorbanslarinin 6lgiilmesi i¢in
NanoDrop™  2000/2000c  Spectrophotometers (Thermo  Scientific™) cihazi
kullanilmistir (Cizelge 4.3). Saf DNA’nin 260/280 nm oraninin ~1,8, saf RNA’nin ise
~2,0 olmasi beklenmektedir (Desjardins ve Conklin 2010). Olgiimii yapilan tiim
RNA’larin 260/280 nm orani, ~2,0 olarak bulunmustur.

Cizelge 4. 3. izole edilen RNA’larmn konsantrasyonlari ve absorbans degerleri

Ornek Niikleik Asit Ornek Niikleik Asit
No Konsantrasyonu 260/280 | No Konsantrasyonu 260/280
Kodu Kodu
(ng/pl) (ng/pl)
1 Al 68,3 2,07 |55 Xl 139,5 2,08
2 A2 150,3 2,10 |56 X2 85,1 2,08
3 A3 144,6 2,12 |57 X3 61,5 2,09
4 A4 161,0 2,11 |58 X4 2727 2,14
5 AS 268.9 2,13 |59 X5 146,0 2,11
6 A6 173,2 2,11 |60 X6 229,8 2,13
7 A7 163,5 2,13 | 61 X7 230,6 2,12
8 A8 183,1 2,11 |62 X8 159,0 2,12
9 A9 172,9 2,06 |63 X9 206,1 2,10
10 AIO 182,5 2,12 |64 X10 137.,9 2,12
11 All 110,5 2,09 |65 Xll 93,8 2,07
12 Al2 121,4 2,05 |66 XI12 187,3 2,13
13 Al3 146,0 2,11 |67 XI3 129,1 2,08
14 Al4 148,5 2,10 |68 Xl14 204,6 2,13
Devami Arkada
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Cizelge 4.3’lin devami

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

AlS5
Al6
Al7
Al8
B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
Bl11
B12
B13
B14
B15
B16
B17
B18
Cl
C2
C3
C4
(O]
C6
C7
C8
C9
C10
Cll1
Cl12
Cl13
Cl4
CI5
Cl6
C17
C18

184,9
178,9
186,8
178,6
117,7
81,8
86,1
2440
178,4
238,8
156,9
189,3
216,7
125,9
166,3
176,8
176,5
142,1
217,0
296,4
236,2
188,8
90,9
106,5
113,4
204,7
209,2
161,8
117,9
109,1
106,5
189,5
227,1
124,1
160,8
153,1
173,6
178,6
54,4
278,6

2,10
2,11
2,10
2,09
2,11
2.03
2,12
2,09
2,11
2,14
2,13
2,11
2,13
2,10
2,12
2,13
2,13
2,11
2,11
2,11
2,11
2,06
2,10
2,11
2,09
2,11
2,12
2,13
2,10
2,05
2,11
2,11
2,14
2,09
2,11
2,11
2,12
2,10
1,98
2,11

69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
&3
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108

X15
X16
X17
X18
Y1
Y2
Y3
Y4
Y5
Y6
Y7
Y8
Y9
Y10
Y11
Y12
Y13
Y14
Y15
Y16
Y17
Y18
Z1
Z2
73
74
Z5
76
77
Z8
79
Z10
Z11
712
Z13
Z14
Z15
Z16
Z17
Z18

97,0
250,3
3778
105,5
152,2
115,2
126,3
159,3
175,7
178,1
246,5
143,1
203,9

93,9
119,3
109,5
251,7
124,0
141,0
288,5

97,9
282,2
2429
154,6
137,9
187,6
215,6
211,1
217,7
132,7
201,88
200,7
163,7
198,8
176,9
357,1
178,7
236,3
189,5
288,1

2,10
2,12
2,11
2,10
2,12
2,08
2,11
2,09
2,12
2,13
2,11
2,09
2,09
2,07
2,08
2,08
2,10
2,12
2,08
2,09
2,06
2,14
2,13
2,08
2,11
2,09
2,11
2,13
2,14
2,10
2,13
2,12
2,12
2,12
2,10
2,10
2,12
2,11
2,10
2,12
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4.8. qRT-PCR Calismalar
4.8.1. Erime egrisi pikleri

Calismada kullanilacak her primer i¢in uygun annealing sicakligini belirlemek
icin 58°C ve 60°C’de qRT-PCR’lar kurulmus ve erime pikleri (melting peak)
incelenmistir. Uygun annealing sicakligi belirlenirken RNA’larda stabil ve tek bir pik
olusturan ve suda pik gériilmeyen sicaklik degerleri segilmistir. Ornek olarak SIWRKY3
geni i¢in 58°C ve 60°C’de birlestirme (annealing) sicakliklarinda yapilan qRT-PCR
sonuclar1 verilmistir. 58°C’de suda pik olustugu buna karsin qRT-PCR 60°C’de ise suda
pik olusmadigr gorilmiistiir (Sekil 4.5.a, b). Kullanilacak tiim primerlerin g¢aligma
sicakliklar1 bu yaklagima gore belirlenmis ve uygulamaya aktarilmistir.

@ ............ E

=
>

Sekil 4.5. SIWRKY3 geni i¢in erime pikleri a) 58°C ve b) 60°C

38



BULGULAR

T. OZALP

Cizelge 4. 4. qRT-PCR kullanilan genlere ait primerlerin adlar1 ve baglanma sicakliklari

Baglanma
Genin Ad1 Primer Adi
Sicakhikhigi
FjMi-1.2F
Mi-1.2 60°C
FjMi-1.2R
ToMi-1.2F
Mi-1.2 60°C
ToMi-1.2R
PRIF
PR-1a 58°C
PRI1R
PR2F
PR-2 58°C
PR2R
PRSF
PR-5 60°C
PR5R
SIW72aF
SIWRKY72a 58°C
SIW72aR
SIW72bF
SIWRKY72b 58°C
SIW72bR
SIW45F
SIWRKY45 58°C
SIW45R
SIW3F
SIWRKY3 60°C
SIW3R
Glycogenin GlyF
58°C
glucosyltransferase | GlyR
HsfAF
HsfAla 60°C
HsfAR
Hsp90F
Hsp90-1 60°C
Hsp90R
PexF
Peroxidase 60°C
PexR
GAPF
GAPDH 58/60°C
GAPR
EflaF
EF-1a 58/60°C
EflaR
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Referans gen olarak GAPDH ve Ef-1a kullanilmasi planlanmistir. GAPDH’1n
erime pikleri her iki sicaklik degerinde (58°C ve 60°C) beklendigi gibi elde edilmemis
buna karsin Ef-1a ise 58°C ve 60°C’de net erime piki vermistir. Bu nedenle analizlerde
referans gen olarak Ef-1a kullanilmistir (Sekil 4.6.a, b).

]

~(dAT) Fluorescence (465-510)

Jorescence (8
B8R ERBRSRBRBRBAUR

Sekil 4.6. Referans genlerin erime pikleri a) GAPDH ve b) Ef-1a

gRT-PCR c¢aligmalarinda kullanilan primerlerin optimize edilen baglanma
sicaklik degerleri Cizelge 4.4°de belirtilmistir.

4.8.2. qRT-PCR iiriinlerinin kontrolii

Primerlerle yapilan qRT-PCR ile cogaltilan bélgenin dogru olup olmadigi
belirlenmistir. PCR firiinleri, %2,5’luk agaroz jelde 100 voltta 1 saat yiiriitiilmiistiir.
Primerlerin hedeflenen boélgeleri c¢ogalttigi elde edilen bant uzunluklart ile
dogrulanmistir. Referans gen olarak kullanilmasi planlanan GAPDH’a ait PCR {iriiniiniin
(P12), 157 bp uzunlugundaki banda ek olarak bazt RNA’larda farkli uzunluklarda ilave
zayif bantlar olusturdugu goriilmiistiir. Bu nedenle GAPDH analizlere dahil edilmemis
ve referans gen olarak Ef-1a kullanilmistir (Sekil 4.7., Cizelge 4.5).

M P10 Pl4: P6 - P7 Pl6: P2 R bl Bssipvini g P8 PO S P12 P13 M

Sekil 4.7. Primerlere ait qRT-PCR iiriinlerinin agaroz jelde goriintiisii
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Cizelge 4. 5. Primerlerin ¢ogalttig1 bolgelerin PCR {irtinlerinin uzunlugu

Primer Kodu | Primerler PCR Uriiniiniin Uzunlugu (bp)
P10 ToMi-1.2 99
P14 FjMi-1.2 101
P6 PRI1a 229
P7 PR2 606
P16 PRS 127
P2 SIW72a 85
P3 SIW72b 84
P4 SIW45 91
P5 SIW3 101
P1 Gly 125
P17 HsfA 114
P8 Hsp90 133
P9 Pex 101
P17 HsfA 114
P12 GAP (Referans gen) | 157
P13 ggnl)a (Referans 158

4.8.3. Dayamkh bitkilerdeki qRT-PCR analizleri

Dayanikli domates bitkilerdeki qRT-PCR ¢alismas1 kapsaminda 1199 adet PCR
reaksiyonu gerceklestirilmistir.

4.8.3.1. Mi-1.2 geni

Bu calismada Mi-1.2 geninin ekspresyon seviyesinin incelenmesi 2 farkli primer
seti ile qRT-PCR gergeklestirilmistir. Fujimoto vd. (2011)’in gelistirmis oldugu FjMi-1.2
primeri ile bu ¢alisma kapsaminda dizayn edilen ToMi-1.2 primer setleri kullanilmistir.
Dayanikli domates ¢esidinde M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ile inokulasyonu
yapilan bitkilerdeki Mi-1.2 geninin FjMi-1.2F/R primeriyle ACT degerleri 2. giinde
kontrol grubundan istatistiki d6nemde farklilik gostermistir. Diger giinlerde ise aviriilent
veya Mi-1.2 viriilent V30 M. incognita izolat1 ile inokulasyonu yapilan bitkilerdeki ACT
degerleri, kontrol grubuyla 6nemli bir farklilik goéstermemistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Dayanikli domates bitkisinde FjMi-1.2F/FjMi-1.2R primeriyle Mi-1.2
geninin ifadesinde elde edilen ortalama CT, ACT, AACT, 2024€D) ve degisim katsayisi
degerleri

) . Ornek Ortalama Ortalama Degisim
Giin* Nematod Izolat1 CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(AACD
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Aviriilent S6 DA1  23,18+0,28 16,74+0,24 6,44a  -0,55 1,47 1,47
1. Giin Viriilent V30 DV1 2381+0,11 16,85+0,08 6,96a -0,03 1,02 1,02
Kontrol DK1 2355+035 16,55+0,28 6,99a 1,00
Aviriilent S6 DA2 2452+030 16,69+0,17 7.83a 1,38 0,39 -2,59
2.Giin Viriilent V30 DV2 24,65+023 17,01+£0,34 7,64ab 1,19 0,44 -2,28
Kontrol DK2 23,64+030 17,19+0,18 6,45b 1,00
Aviriilent S6 DA3 2390+0,16 1745+0,15 644a 0,63 0,64 -1,55
3. Giin Viriilent V30 DV3 23,71+0,51 17,90+0,67 5.81a 0,00 1,00 1,00
Kontrol DK3 2380+049 17,99+045 58la 1,00
Aviriilent S6 DA4 2481+0,11 16,82+0,10 8,00a -0,01 1,01 1,01
4. Glin Viriilent V30 DvV4 2503+037 17,34+0,26 7,70a  -0,32 1,24 1,24
Kontrol DK4 2471+0,12 16,70+£0,09 8,0la 1,00
Aviriilent S6 DA5 2421+028 1743+044 6,78a 0,72 0,61 -1,65
5. Giin Viriilent V30 DV5 2626+205 18,86+2,19 740a 1,35 0,39 -2,54
Kontrol DK5 2391+049 17,86+0,28 6,06a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym giin igerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni1 harf ile gosterilmistir.

Dayanikli domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve viriilent V30
izolatlari ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, FjMi-1.2F/ FjMi-1.2R primerleriyle Mi-
1.2 geninin ifadesine ait elde edilen 222CD degerlerinin degisimi Sekil 4.8’de
gosterilmistir.

5,00

4,00

3,00

2,00

1,00 I

[l mwl | ml[] W] mall]
1. Gun 2. Gln 3. GUn 4. Gun 5. Gln

® Avirulent Nematod Virulent Nematod O Kontrol

Sekil 4.8. Dayanikli domates bitkisinde FjMi-1.2F/FjMi-1.2R primerleriyle Mi-1.2
geninin ifadesinden elde edilen 2C4ACT) degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore
degisimi

Dayanikli domates ¢esidinin M. incognita’nin Mi-1.2 viriilent V30 ile
inokulasyonundan sonraki gilinlerde Mi-1.2 geninin ToMi-1.2 primeriyle yapilan
analizinde 5. giin elde edilen ACT degerleri kontrol grubundan istatistiki 6nemde farklilik
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gostermistir. Diger giinlerde ise M. incognita’nin aviriilent S6 ve Mi-1.2 viriilent V30
izolatlariyla inokulasyon yapilan bitkilerdeki ACT degerleri kontrol grubuyla énemli bir
farklilik gostermemistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Dayanikli domates bitkisinde ToMi-1.2F/ ToMi-1.2R primerleriyle Mi-1.2
geni igin elde edilen ortalama CT, ACT, AACT, 244CD) ve degisim katsayis1 degerleri

) . Ornek Ortalama Ortalama ) Degisim
Giin* Nematod Izolat1 CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(AACD
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Aviriilent S6 DA1  26,08+0,28 16,74+0,24 934a -0,11 1,08 1,08
1. Giin Viriilent V30 DV1 2639+021 16,85+0,08 9,54a 0,09 0,94 -1,06
Kontrol DK1 26,01+0,12 16,55+0,28 945a 1,00
Aviriilent S6 DA2 2637+030 16,69+0,17 9,68a 0,72 0,61 -1,64
2.Giin Viriilent V30 DV2 26,75+025 17,01+£0,34 9,74a 0,78 0,58 -1,71
Kontrol DK2 26,15+021 17,19+0,18 8,96a 1,00
Aviriilent S6 DA3 2549+031 1745+0,15 8,04a -0,93 1,90 1,90
3. Giin Viriilent V30 DV3 2732+1,09 17,90+0,67 9,42a 0,45 0,73 -1,37
Kontrol DK3 2696+1,01 17,99+045 896a 1,00
Aviriilent S6 DA4 2731+036 16,82+0,10 1049a -0,45 1,36 1,36
4. Glin Viriilent V30 DV4 2723+042 17,34+0,26 990a -1,04 2,05 2,05
Kontrol DK4 27,63+031 16,70£0,09 10,94a 1,00
Avirtilent S6 DA5  26,86+048 17,83+0,21 9,03 ab 1,07 0,48 -2,10
5. Giin Viriilent V30 DV5  2684+037 17,1£0,53 9,74a 1,78 0,29 -3,43
Kontrol DK5 26,52+0,14 18,56+0,05 7,96b 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym giin icerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni harf ile gosterilmistir.

Dayanikli domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2
viriilent V30 izolatlar1 ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, ToMi-1.2F/ ToMi-1.2R
primerleriyle Mi-1.2 geninin ifadesine ait elde edilen 224D degerlerinin degisimi Sekil
4.9°de gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Dayanikli domates bitkisinde ToMi-1.2F/ ToMi-1.2R primerleriyle Mi-1.2
geninin ifadesinden elde edilen 2C44CT) degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore

degisimi

4.8.3.2. PR-1a geni

Dayanikli domates ¢esidinin M. incognita’nin aviriilent S6 ve Mi-1.2 viriilent V30
izolatlar1 ile inokulasyonundan sonra ilk 5 giin igerisinde PR-/a geninin ACT degerleri
kontrol bitkisiyle istatistiki onemde farklilik gostermemistir. Kontrole gore en yiliksek gen
ifadesi Mi-1.2 viriilent V30 izolat1 ile inokulasyondan {i¢ giin sonra, en diisiik gen ifadesi
ise aviriilent S6 izolat1 inokulasyonundan 5 giin sonra tespit edilmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Dayanikli domates bitkisinde PR1F/PR1R primerleriyle PR-/a geni i¢in elde

edilen ortalama CT, ACT, AACT, 224D ve degisim katsayis1 degerleri

Ortalama

Ortalama

Giin* Nematod izolati Ornek CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(AACD Degisim
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Aviriilent S6 DAl 30,62+041 16,74+0,17 13,88a  -0,37 1,29 1,29
1. Gin Viriilent V30 DV1 30,32+090 16,84 +0,37 13,48a -0,77 1,71 1,71
Kontrol DK1 30,64 +0,23 16,39+0,14 14,25a 1,00
Aviriilent S6 DA2 30,71+0,47 16,15+0,15 14,56 a 0,48 0,72 -1,40
2.Gin Viriilent V30 DV2 31,81 +0,09 16,34+0,31 1547 a 1,39 0,38 -2,62
Kontrol DK2 30,62+0,29 16,54+0,25 14,08 a 1,00
Aviriilent S6 DA3 31,11 +0,65 1644+0,13 14,68 a 0,36 0,78 -1,28
3. Giin Viriilent V30 DV3 2944+1,59 17,03+0,52 12,41a -1,91 3,76 3,76
Kontrol DK3 31,50+ 0,04 17,18+0,50 14,32 a 1,00
Aviriilent S6 DA4 30,23+0,50 16,08+0,17 14,15a -0,91 1,89 1,89
4. Gin Viriilent V30 DV4 30,52+0,37 16,63+0,31 13,89a -1,18 2,26 2,26
Kontrol DK4 31,29+ 0,44 16,22+0,20 15,07 a 1,00
Aviriilent S6 DA5S 32,17+0,16 17,13+0,43 15,03 a 1,39 0,38 -2,63
5. Giin Viriilent V30 DV5 31,79+0,59 1842+2,16 13,37a -0,27 1,21 1,21
Kontrol DKS5 31,13+0,30 1749+0,36 13,64a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym giin icerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni1 harf ile gosterilmistir.
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Dayanikli domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2
viriilent V30 ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, PR1F/PRIR primeriyle PR-la
geninin ifadesi igin elde edilen 2C2ACD degerlerinin degisimi Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4. 10 Dayanikli domates bitkisinde PR1F/PRIR primerleriyle PR-/a geninin
ifadesinden elde edilen 222D degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore degisimi

4.8.3.3. PR-2 geni

Dayanikli domates ¢esidinde deneme siirecinde 5 giin boyunca M. incognita’nin
avirlilent S6 ve Mi-1.2 viriilent V30 izolatlar1 ile inokulasyon yapilan bitkilerden PR-2
geninin PR2 primeriyle elde edilen ACT degerlerinin kontrol bitkisinden istatistiki
diizeyde farklilik gostermemistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Dayanikli domates bitkisinde PR2F/PR2R primerleriyle PR-2 geni i¢in elde
edilen ortalama CT, ACT, AACT, 2024€D ve degisim katsayis1 degerleri

Ortalama Ortalama

Giin* Nematod izolat1 Ornek CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(AACD) Degisim
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Aviriilent S6 DAl 20,60+0,54 1597+0,13 4,63a 0,09 0,94 -1,06
1. Gin Viriilent V30 DV1 19,77+ 0,26 1581+0,10 3,97 a -0,57 1,49 1,49
Kontrol DK1 20,19+ 0,15 15,65+0,08 4,54a 1,00
Aviriilent S6 DA2 2347+0,50 16,15+0,15 7,32a 0,58 0,67 -1,49
2.Gin Viriilent V30 DV2 23,55+0,03 16,34+0,31 721a 0,47 0,72 -1,39
Kontrol DK2 2328+0,31 16,54+025 6,74a 1,00
Aviriilent S6 DA3 22,47+0,15 1644+0,13 6,03a 0,04 0,97 -1,03
3. Giin Viriilent V30 DV3 2221+3,06 17,03+0,52 5,19a -0,82 1,77 1,77
Kontrol DK3 23,18+ 1,60 17,18+0,50 5,99a 1,00
Aviriilent S6 DA4 21,30+ 0,26 16,08+0,17 521 a -0,69 1,62 0,33
4. Gin Viriilent V30 DV4 2342+0,87 16,63+0,31 6,79a 0,88 0,54 -1,84
Kontrol DK4 22,13+043 16,22+0,20 591a 1,00
Aviriilent S6 DA5S 25,00+0,68 17,13+0,43 7,87 a 0,67 0,63 -1,59
5. Giin Viriilent V30 DV5 24,82+099 1842+2,16 6,39a -0,81 1,75 1,75
Kontrol DKS5 24,69+0,33 1749+0,36 7,20a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym giin icerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni1 harf ile gosterilmistir.
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Dayanikli domates bitkisinin M. incognita’nin Mi-1.2 viriilent V30 izolat1 ve
avirililent S6 izolat1 ile inokulasyonu sonucu giinlere goére, PR2F/PR2R primerleriyle, PR-
2 geni ifadesi i¢in elde edilen 222CD degerlerinin degisimi Sekil 4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Dayanikli domates bitkisinde PR2F/PR2R primerleriyle PR-2 geninin
ifadesinden elde edilen 222D degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore degisimi

4.8.3.4. PR-5 geni

Dayanikli domates ¢esidinde deneme siirecinde 5 giin boyunca M. incognita’nin
avirlilent S6 ve Mi-1.2 viriilent V30 izolatlar1 ile inokulasyonu yapilan bitkilerden PR-5
geninin ACT degerlerinin kontrol bitkisinden istatistiki diizeyde farklilik gostermedigi
gorilmiistiir.

Cizelge 4.10. Dayanikli domates bitkisinde PRSF/PRSR primerleriyle PR-5 geni i¢in elde
edilen ortalama CT, ACT, AACT, 224D ve degisim katsayis1 degerleri

. Ornek Ortalama Ortalama Degisim
Giin* Nematod Izolati CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(AACD)
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Aviriilent S6 DA1 2493+0,36 16,69+022 824a -0,06 1,04 1,04
1. Giin Viriilent V30 DV1 2423+0,01 16,65+025 7,58a -0,72 1,64 1,64
Kontrol DK1 25,00+£0,40 16,70£0,09 830a 1,00
Aviriilent S6 DA2  26,36+029 17,01+025 935a -0,01 1,00 -1,00
2.Giin Viriilent V30 DV2 27,08+136 17,81+090 926a -0,09 1,06 -0,94
Kontrol DK2 26,85+0,64 17,49+028 935a 1,00
Aviriilent S6 DA3  26,53+0,63 17,28+0,23 9,24a -1,26 2,40 2,40
3. Giin Viriilent V30 DV3  2430+200 17,22+0,36 7,09a 3,42 10,69 10,69
Kontrol DK3 28,10+1,06 17,59+041 10,51a 1,00
Aviriilent S6 DA4  2572+044 17,07+027 8,66a -0,57 1,48 1,48
4. Giin Viriilent V30 DV4  2627+032 17,14+036 9,13a -0,09 1,06 1,06
Kontrol DK4  26,29+0,58 17,06+0,12 922a 1,00
Aviriilent S6 DA5  28,56+047 17,62+036 1094a -0,16 1,12 1,12
5. Giin Viriilent V30 DV5 27,01+£049 17,36+0,57 9,65a -1,45 2,73 2,73
Kontrol DK5 29,87+028 18,77+0,14 11,10a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym giin icerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni1 harf ile gosterilmistir.
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Dayanikli domates bitkisinin M. incognita’nin Mi-1.2 viriilent V30 izolat1 ve
aviriilent S6 izolat1 ile inokulasyonu sonucu giinlere goére, PRSF/PR5SR primerleriyle, PR-
5 geni ifadesi i¢in ait elde edilen 2CAACTD degerlerinin degisimi Sekil 4.12°de
gosterilmistir.
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Sekil 4.12. Dayanikli domates bitkisinde PRSF/PRSR primerleriyle PR-5 geninin
ifadesinden elde edilen 224D degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore degisimi

4.8.3.5. SIWRKY72a geni

Dayanikli domates ¢esidinde deneme siirecinde 5 giin boyunca M. incognita’nin
avirlilent S6 ve Mi-1.2 viriilent V30 izolatlar1 ile inokulasyonu yapilan bitkilerden
SIWRKY72a geninin ACT degerlerinin kontrol bitkisinden istatistiki diizeyde farklilik
gostermedigi goriilmiistiir. Inokulasyon yapilan 2. giinde gen ifadesi degisim katsayist
azalmistir. Diger gilinlerde ise kontrol bitkisine gore artig gostermistir (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. Dayanikli domates bitkisinde SIW72aF/SIW72aR primerleriyle
SIWRKY72a geni igin elde edilen ortalama CT, ACT, AACT, 2024€D ve degisim katsayisi
degerleri

3 . Ornek Ortalama Ortalama Degisim
Giin* Nematod Izolat1 CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(AACD
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Aviriilent S6 DA1  22,01+049 1597+0,13 6,042 -0,86 1,82 1,82
1. Giin Viriilent V30 DV1 2235+027 1581+0,10 6,54a -0,36 1,29 1,29
Kontrol DK1 2256+0,17 15,65+0,08 69la 1,00
Aviriilent S6 DA2 2282+0,16 16,15+0,15 6,68a 0,86 0,55 -1,81
2.Giin Viriilent V30 DV2 2247+038 16,34+0,31 6,13a 0,31 0,81 -1,24
Kontrol DK2 2236+032 16,54+0,25 582a 1,00
Aviriilent S6 DA3  2253+037 1644+0,13 6,09a -0,44 1,36 1,36
3. Giin Viriilent V30 DV3 2248+0,59 17,03+0,52 544a -1,09 2,12 2,12
Kontrol DK3 23,71+040 17,18+0,50 6,53 a 1,00
Aviriilent S6 DA4 2195+048 16,08+0,17 587a -0,65 1,57 1,57
4. Glin Viriilent V30 DvV4 2240+039 16,63+0,31 577a -0,75 1,68 1,68
Kontrol DK4 2274+054 16,22+0,20 6,52a 1,00
Aviriilent S6 DA5 23,86+040 17,13+043 6,73a -0,54 1,45 1,45
5. Giin Viriilent V30 DV5 2565+203 18,42+2,16 722a -0,04 1,03 1,03
Kontrol DK5 2476+0,09 17,49+0,36 727a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Ayni giin igerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmig bitkiler ve nematod inokulasyonu yapilmamis kontrol
bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli
bulunmayan degerler ayni harf ile gosterilmistir.

Dayanikli domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2
viriilent V30 izolatlar ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, SIWRKY72a geni ifadesi
igin SIW72aF/SIW72aR primeriyle elde edilen 2C24€TD degerlerinin degisimi Sekil
4.13°de gosterilmistir.
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Sekil 4.13. Dayanikli domates bitkisinde SIW72aF/SIW72aR primerleriyle SIWRKY72a
geninin ifadesinden elde edilen 2C4ACT) degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore
degisimi
4.8.3.6. SIWRKY?72b geni

Dayanikli domates ¢esidinde 5 giin boyunca aviriilent S6 ve Mi-1.2 viriilent V30
izolatlar1 ile inokulasyonlar1 yapilan bitkilerdeki SIWRKY72b geninin ACT degerlerinin

kontrol bitkisinden istatistiki diizeyde farklilik gostermedigi goriilmustiir. Avirtilent S6
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ve Mi-1.2 virilent V30 izolatlarmin inokulasyonundan iki giin sonra ile bitkilerde
SIWRKY?72b geninin ifadesi kontrole gore azalmistir. Diger giinlerde ise artig gostermistir
(Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Dayanikli domates bitkisinde SIW72bF/SIW72bR primerleriyle
SIWRKY72b geni igin elde edilen ortalama CT, ACT, AACT, 2024¢D ye degisim katsayisi
degerleri

Ortalama Ortalama

Giin* Nematod izolati Ornek CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(AACD Degisim
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Aviriilent S6 DAl 25,94+0,19 1597+0,13 997a -0,96 1,94 1,94
1. Gin Viriilent V30 DV1 26,63 +0,37 1581+0,10 10,82a -0,11 1,08 1,08
Kontrol DK1 26,57+0,13 15,65+0,08 10,92a
Aviriilent S6 DA2 26,83 +0,21 16,15+0,15 10,68a 1,06 0,48 -2,08
2.Gin Viriilent V30 DV2 26,83 +0,10 16,34+0,31 10,49a 0,87 0,55 -1,83
Kontrol DK2 26,16+0,52 16,54+0,25 9,62a
Aviriilent S6 DA3 26,45+036 16,44+0,13 10,02a -0,95 1,93 1,93
3. Giin Viriilent V30 DV3 26,64+0,62 17,03+0,52 9,61a -1,36 2,56 2,56
Kontrol DK3 28,15+0,35 17,18+0,50 10,97 a
Aviriilent S6 DA4 27,06 +£0,55 16,08+0,17 10,97 a 0,05 0,97 -1,03
4. Gin Viriilent V30 DV4 27,56 +0,51 16,63+0,31 10,93a -0,71 1,63 1,63
Kontrol DK4 27,86 +0,30 16,22+0,20 11,63 a
Aviriilent S6 DA5S 29,55+0,28 17,13+0,43 1242a -0,76 1,69 1,69
5. Giin Viriilent V30 DV5 29,75+122 1842+2,16 11,33a -1,85 3,61 3,61
Kontrol DK5 30,67+0,53 1749+0,36 13,18a

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym giin icerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni1 harf ile gosterilmistir.

Dayanikli domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2
viriilent V30 izolatlar1 ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, SIWRKY72b geni ifadesi
igin SIW72bF/SIW72R primerleriyle elde edilen 222D degerlerinin degisimi Sekil
4.14°de gosterilmistir.
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Sekil 4.14. Dayanikli domates bitkisinde SIW72b/SIW72bR primerleriyle SIWRKY72b
geninin ifadesinden elde edilen 2C4ACT) degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore
degisimi
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4.8.3.7. SIWRKY45 geni

Dayanikli Multy RN domates ¢esidinde aviriilent S6 ve viriilent V30 izolatlar ile
inokulasyondan sonra ilk 5 giin igerisinde SIWRKY45 geninin ACT degerleri kontrol
bitkisiyle onemli derecede farklilik gostermemistir. SIWRKY45 geninin ifadesi
inokulasyondan sonra 4. giinde en yiiksek degere ulagsmistir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. Dayanikli domates bitkisinde SIW45F/SIW45R primerleriyle SIWRKY45
geni igin elde edilen ortalama CT, ACT, AACT, 244CD) ve degisim katsayis1 degerleri

) . Ornek Ortalama Ortalama Degisim
Giin* Nematod Izolat1 CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(AACD
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Aviriilent S6 DA1  26,08+043 1597+0,13 10,11a -0,74 1,67 1,67
1. Giin Viriilent V30 DV1 26,77+0,85 15,81+0,10 10,96a 0,11 0,92 -1,08
Kontrol DK1 26,50+0,62 15,65+0,08 10,85a 1,00
Aviriilent S6 DA2 2578+0,55 16,15+0,15 9,63a 0,08 0,95 -1,05
2.Giin Viriilent V30 DV2 2557+0,67 1634+0,31 923a -0,33 1,25 1,25
Kontrol DK2 26,10+£026 16,54+0,25 9,56a 1,00
Avirtilent S6 DA3 2426+034 1644+0,13 7082a -0,93 1,91 1,91
3. Giin Viriilent V30 DV3 27,10+0,76 17,03+0,52 10,07a 1,31 0,40 -2,48
Kontrol DK3 2594+058 17,18+0,50 8,76a 1,00
Aviriilent S6 DA4  23,16+047 16,08+0,17 7,07a -1,36 2,56 2,56
4. Glin Viriilent V30 Dv4  2327+035 16,63+0,31 6,64a -1,79 3,46 3,46
Kontrol DK4 2466+0,08 16,22+0,20 843a 1,00
Aviriilent S6 DA5 24,11+049 17,13+043 698a 0,21 0,87 -1,16
5. Giin Viriilent V30 DV5 25244078 18,42+2,16 6,81a 0,05 0,97 -1,03
Kontrol DK5 2426+0,13 17,49+0,36 6,77a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Ayni giin igerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmig bitkiler ve nematod inokulasyonu yapilmamis kontrol
bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli
bulunmayan degerler ayn1 harf ile gosterilmistir.

Dayanikli domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2
viriilent V30 izolatlar1 ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, SIWRKY45 geni ifadesi i¢in
SIW45F/SIW45R primerleriyle elde edilen 242D degerlerinin degisimi Sekil 4.15°de
gosterilmistir.
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Sekil 4.15. Dayanikli domates bitkisinde SIW45F/SIW45R primerleriyle SIWRKY45
geninin ifadesinden elde edilen 2C4ACT) degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore

degisimi

4.8.3.8. SIWRKY?3 geni

Dayanikli domates c¢esidinde nematod inokulasyonundan sonra ilk 5 giin
icerisinde SIWRKY3 geninin ACT degerleri kontrol bitkisiyle istatistiki onemde farklilik
gostermemistir. Kontrole gore en yiiksek gen ifadesi viriilent V30 inokulasyonundan 5
giin sonra, en diisiik gen ifadesi ise aviriilent S6 inokulasyonundan 5 giin sonra tespit

edilmistir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. Dayanikli domates bitkisinde SIW3F/SIW3R primerleriyle SIWRKY3 geni
i¢in elde edilen ortalama CT, ACT, AACT, 2C24¢D ve degisim katsayisi degerleri

3 . Ornek Ortalama Ortalama Degisim
Giin* Nematod Izolat1 CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(AACD
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Aviriilent S6 DA1 22,56 +£0,54 16,74+024 582a 0,77 0,58 -1,71
1. Giin Viriilent V30 DV1 21,73+0,18 16,85+0,08 4,87a -0,17 1,12 1,12
Kontrol DK1 21,60+£0,36 16,55+028 504a 1,00
Aviriilent S6 DA2  22,65+0,55 16,69+0,17 596a 0,50 0,71 -1,42
2.Giin Viriilent V30 DV2 2323+024 17,01+£0,34 6,22a 0,76 0,59 -1,69
Kontrol DK2 2265+0,56 17,19+0,18 546a 1,00
Aviriilent S6 DA3  23,11+£020 1745+0,15 5,66a -0,20 1,15 1,15
3. Giin Viriilent V30 DV3 2298+1,57 17,90+0,67 5,08a -0,78 1,72 1,72
Kontrol DK3 2385+0,64 17,99+045 586a 1,00
Aviriilent S6 DA4 2344+046 16,82+0,10 6,62a 0,43 0,74 -1,35
4. Giin Viriilent V30 DV4  23,66+0,65 17,34+0,26 6,33 a 0,13 0,91 -1,10
Kontrol DK4 2289+0,15 16,70+£0,09 6,20a 1,00
Aviriilent S6 DA5 2433+057 1743+044 690a 1,33 0,40 -2,51
5. Gilin Viriilent V30 DV5S 2346+1,82 18,86+2,19 459a -0,98 1,97 1,97
Kontrol DK5 2342+048 17,86+0,28 5,57a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym giin icerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni harf ile gosterilmistir.
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Dayanikli domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2
viriilent V30 izolatlar1 ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, SIWRKY3 geni ifadesi igin
SIW3F/SIW3R primerleriyle elde edilen 2C42¢D degerlerinin degisimi Sekil 4.16°de
gosterilmistir.
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Sekil 4.16. Dayanikli domates bitkisinde SIW3F/SIW3R primerleriyle SIWRKY3 geninin
ifadesinden elde edilen 244D degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore degisimi

4.8.3.9. Glycogenin glucosyltransferase geni

Meloidogyne incognita’nin Mi-1.2 virlilent V30 izolat1 ile inokulasyonu
yapildiktan 4 giin sonra dayanikli bitkilerin glycogenin glucosyltransferase geninin ACT
degerleri aviriilent S6 izolat1 inokulasyon yapilmis bitkilerden istatistiki nemde farklilik
gostermistir. Diger gilinlerde ise Mi-1.2 viriilent V30 veya aviriilent S6 izolatlariyla
inokulasyon yapilan bitkilerdeki ACT degerleri kontrol grubuyla énemli bir farklilik
gostermemistir (Cizelge 4.15).
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Cizelge 4.15. Dayanikli domates bitkisinde GlyF/GlyR primerleriyle glycogenin
glucosyltransferase geni i¢in elde edilen ortalama CT, ACT, AACT, 244CD ye degisim
katsay1s1 degerleri

3 . Ornek Ortalama Ortalama Degisim
Giin* Nematod Izolat1 CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(AACD
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Avirtilent S6 DA1  2448+0,75 1597+0,13 8,51a -0,47 1,38 1,38
1. Giin Viriilent V30 DV1I 2437+0,25 1581+0,10 856a -0,42 1,34 1,34
Kontrol DK1 2463+0,10 1565+0,08 898a 1,00
Avirtilent S6 DA2 2501+0,06 16,15+0,15 8.86a 0,25 0,84 -1,19
2.Giin Viriilent V30 DV2 25,18+0,45 16,34+031 884a 0,22 0,86 -1,17
Kontrol DK2 25,15+0,76 16,54+0,25 8,62a 1,00
Avirtilent S6 DA3 2545+0,27 1644+0,13 9,02a 0,42 0,75 -1,33
3. Giin Viriilent V30 DV3 24,67+0,66 17,03+0,52 7,63a -0,97 1,96 1,96
Kontrol DK3 25,78+0,51 17,18+0,50 8,60a 1,00
Avirtilent S6 DA4 2540+0,14 16,08+0,17 931a 0,59 0,66 -1,51
4. Giin Viriilent V30 DV4  2508+0,24 16,63+0,31 846b -0,27 1,20 1,20
Kontrol DK4 2495+0,07 16,22+020 8,72ab 1,00
Avirtilent S6 DA5 2534+0,44 17,13+043 82la -0,44 1,36 1,36
5. Glin Viriilent V30 DV5 26,76+236 1842+216 834a -0,32 1,24 1,24
Kontrol DK5 26,15+0,34 17,49+0,36 8,66a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aymi giin icerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni harf ile gosterilmistir.

Dayanikli domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2
viriilent V30 izolatlar1 ile inokulasyonu sonucu giinlere goére, glycogenin
glucosyltransferase geni ifadesi igin GlyF/GlyR primerleriyle elde edilen 204ACD
degerlerinin degisimi Sekil 4.17°de gosterilmistir.
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ekil 4.17. Dayanikli domates bitkisinde rimerleriyle cogenin
Sekil 4.17. Dayanikli d bitkisinde GlyF/GIyR primerleriyle glycogeni
glucosyltransferase geninin ifadesinden elde edilen 2042CD  degerlerinin nematod
izolatina ve giinlere gore degisimi
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4.8.3.10. HsfA1a geni

Dayanikli domates ¢esidinde nematod inokulasyonundan sonra ilk 5 giin
icerisinde HsfAla geninin ACT degerleri kontrol bitkisiyle istatistiki dnemde farklilik
gostermemistir (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. Dayanikli domates bitkisinde HsfAF/HsfAR primerleriyle Hsf4 la geni i¢in
elde edilen ortalama CT, ACT, AACT, 244CD) ye degisim katsayis1 degerleri

. Ornek Ortalama Ortalama Degisim
Giin* Nematod Izolati CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(AACD
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Aviriilent S6 DA1 26,02+0,21 16,69+022 933a -0,53 1,45 1,45
1. Giin Viriilent V30 DV1 2626 +0,15 16,65+025 9.60a -0,26 1,20 1,20
Kontrol DK1 26,57+0,13 16,70£0,09 9,86a 1,00
Aviriilent S6 DA2  26,78+0,15 17,01+025 9/76a 0,59 0,67 -1,50
2.Giin Viriilent V30 DV2 27.88+0,87 17,81+£090 10,07a 0,89 0,54 -1,86
Kontrol DK2 26,67+036 17,49+028 9,18a 1,00
Aviriilent S6 DA3  26,91+0,10 17,28+023 9,63 a -0,86 1,82 1,82
3. Giin Viriilent V30 DV3  26,82+0,56 17,22+036 9,60a -0,89 1,85 1,85
Kontrol DK3 28,09+040 17,59+041 10,49a 1,00
Aviriilent S6 DA4 2722+036 17,07+027 10,15a 0,06 0,96 -1,05
4. Giin Viriilent V30 DV4  26,80+048 17,14+036 9,66a -0,43 1,35 1,35
Kontrol DK4 27,15+£0,02 17,06+0,12 10,09 a 1,00
Aviriilent S6 DAS5S  28,30+024 17,62+036 10,68a 0,89 0,54 -1,85
5. Giin Viriilent V30 DV5 27,71+0)55 17,36+0,57 1035a 0,55 0,68 -1,47
Kontrol DK5 28,57+0,36 18,77+0,14 9.80a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym giin icerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni1 harf ile gosterilmistir.

Dayanikli domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2
viriilent V30 izolatlar1 ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, Hsf4la geni ifadesi igin
HsfAF/HsSfAR primerleriyle elde edilen 2C44CT) degerlerinin degisimi Sekil 4.18°de
gosterilmistir.
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Sekil 4.18. Dayanikli domates bitkisinde HsfAF/HsfAR primerleriyle Hsf4la geninin
ifadesinden elde edilen 222D degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore degisimi
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4.8.3.11. Hsp90 geni

Meloidogyne incognita’nin Mi-1.2 virlilent V30 izolati ile inokulasyonu
yapildiktan 4 giin sonra dayanikl bitkilerin Hsp90 geninin ACT degerleri aviriilent S6
izolat1 iile inokulasyon yapilan bitkilerden ve kontrol grubundan istatistiki énemde
farklilik gostermistir. Diger giinlerde ise Mi-1.2 virillent V30 veya aviriilent S6
izolatlariyla inokulasyon yapilan bitkilerdeki ACT degerleri kontrol grubuyla énemli bir
farklilik gostermemistir (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. Dayanikli domates bitkisinde Hsp90F/ Hsp90R primerleriyle Hsp90 geni
i¢in elde edilen ortalama CT, ACT, AACT, 20221 ye degisim katsayis1 degerleri

) . Ornek Ortalama Ortalama Degisim
Giin* Nematod Izolat1 CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(AACD
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Aviriilent S6 DA1 1992+0,18 16,74+0,24 3,18a -0,23 1,17 1,17
1. Giin Viriilent V30 DV1 20,3+0,14 16,85+0,08 345a 0,04 0,97 -1,03
Kontrol DK1 19,96 £+ 0,38 16,55+0,28 3,41 a 1,00
Avirtilent S6 DA2  20,67+0,10 16,69+0,17 398a 0,87 0,55 -1,83
2.Gilin Viriilent V30 DV2 20,66+025 17,01+0,34 3,65a 0,54 0,69 -1,45
Kontrol DK2 20,30+028 17,19+0,18 3,11a 1,00
Aviriilent S6 DA3  20,74+024 1745+0,15 3,28a 0,16 0,90 -1,12
3. Giin Viriilent V30 DV3 21,60+031 17,90+0,67 3,70a 0,58 0,67 -1,49
Kontrol DK3 21,11+023 17,99+045 3,12a 1,00
Aviriilent S6 DA4  20,78+024 16,82+0,10 397a -0,32 1,25 1,25
4. Giin Viriilent V30 DV4  20,58+0,07 17,34+0,26 3,25b -1,05 2,07 2,07
Kontrol DK4 2099+0,01 16,70+£0,09 429a 1,00
Aviriilent S6 DA5 2096+0,50 17,43+044 3,53a 0,30 0,81 -1,23
5. Glin Viriilent V30 DV5 20,59+047 18,86+2,19 1,73a -1,51 2,84 2,84
Kontrol DK5 21,09+028 17,86+0,28 324a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym giin icerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni1 harf ile gosterilmistir.

Dayanikli domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2
viriilent V30 izolatlar1 ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, Hsp90 geni ifadesi igin
Hsp90F/Hsp90R primerleriyle elde edilen 222D degerlerinin degisimi Sekil 4.19°de
gosterilmistir.
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Sekil 4.19. Dayanikli domates bitkisinde Hsp90F/ Hsp90R primerleriyle Hsp90 geninin
ifadesinden elde edilen 222D degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore degisimi

4.8.3.12. Peroxidase geni

Meloidogyne incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ile inokulasyonu yapilan dayanikli
domates bitkilerinde 4. giinde peroxidase geninin ACT degerleri Mi-1.2 viriilent V30
izolat1 ile inokulasyon yapilan bitkilerden ve kontrol ve kontrol grubundan istatistiki
onemde farklilik gostermistir. Diger gilinlerde ise Mi-1.2 viriilent V30 veya aviriilent S6
izolatlariyla inokulasyon yapilan bitkilerdeki ACT degerleri kontrol grubuyla énemli bir
farklilik gostermemistir (Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18. Dayanikli domates bitkisinde PexF/PexR primerleriyle peroxidase geni i¢in
elde edilen ortalama CT, ACT, AACT, 2(44€D ye degisim katsayis1 degerleri

. Ornek Ortalama Ortalama Degisim
Giin* Nematod Izolati CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(AACD
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Aviriilent S6 DA1 2242+0,33 16,74+0,24 5,68a 0,09 0,94 -1,06
1. Giin Viriilent V30 DV1 2206+0,17 16,85+0,08 52la -0,38 1,31 1,31
Kontrol DK1 22,14+0,49 16,55+028 559a 1,00
Aviriilent S6 DA2 22.85+030 16,69+0,17 6,16a 0,72 0,61 -1,65
2.Giin Viriilent V30 DV2 2232+062 17,01+034 531la -0,13 1,09 1,09
Kontrol DK2 22,63+038 17,19+0,18 544a 1,00
Aviriilent S6 DA3  23,18+0,34 1745+0,15 572a 1,03 0,49 -2,04
3. Giin Viriilent V30 DV3 2259+038 17,90+0,67 4,69a -0,01 1,00 1,00
Kontrol DK3 22,69+027 17,99+045 4,70a 1,00
Aviriilent S6 DA4 2440+024 16,82+0,10 7,58a 1,78 0,29 -3,44
4. Giin Viriilent V30 DV4 2251+0,15 17,34+026 5,18b -0,63 1,54 1,54
Kontrol DK4 2250+022 16,70£0,09 5,80b 1,00
Aviriilent S6 DAS 2242+0,13 1743+044 499a 0,62 0,65 -1,54
5. Giin Viriilent V30 DV5S 2449+1,69 18,86+2,19 563a 1,26 0,42 -2,40
Kontrol DK5 2222+039 17,86+028 436a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym giin icerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni1 harf ile gosterilmistir.

56



BULGULAR T. OZALP

Dayanikli domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2
viriilent V30 izolatlari ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, peroxidase geni ifadesi i¢in
PexF/PexR primerleriyle elde edilen 2022€D degerlerinin degisimi Sekil 4.20’de
gosterilmistir.
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Sekil 4.20. Dayanikli domates bitkisinde PexF/PexR primerleriyle peroxidase geninin
ifadesinden elde edilen 224€D degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore degisimi

4.8.4. Hassas bitkilerdeki qRT-PCR

Hassas domates bitkilerdeki qRT-PCR ¢alisma kapsaminda 1199 adet qRT-PCR
reaksiyonu gerceklestirilmistir.

4.8.4.1. Mi-1.2 geni

Meloidogyne incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ile inokulasyonu yapildiktan 1 giin
sonra hassas bitkilerin Mi-1.2 geni FjMi-1.2F/R primeriyle ACT degerleri Mi-1.2 viriilent
V30 izolati ile inokulasyonu yapilan bitkilerden istatistiki dnemde farklilik gostermistir.
Aviriilent S6 izolat1 inokulasyonu yapilmis bitkilerin 2 giin sonra ACT degeri kontrol
grubundan farkli bulunmustur. Diger giinlerde ise viriilent V30 veya aviriilent S6
izolatlari ile inokulasyonu yapilan bitkilerdeki ACT degerleri kontrol grubuyla énemli bir
farklilik gostermemistir (Cizelge 4.19).
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Cizelge 4.19. Hassas domates bitkisinde FjMi-1.2F/ FjMi-1.2R primerleriyle Mi-1.2 geni
i¢in elde edilen ortalama CT, ACT, AACT, 20241 ye degisim katsayis1 degerleri

. Ornek Ortalama Ortalama Degisim
Giin*  Nematod Izolati CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(AACD
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Aviriilent S6 HA1 29,56+0,20 16,73 +0,38 12,83a 0,69 0,62 -1,61
1. Giin Viriilent V30 HV1 2824+0,22 16,68 +0,04 11,56b -0,59 1,50 1,50
Kontrol HK1 28,97+0,19 16,83+0,27 12,14ab 1,00
Aviriilent S6 HA2 29,85+0,28 17,27+045 12,58a 1,52 0,35 -2,87
2.Glin Viriilent V30 HV2 28,80+0,30 17,34+0,20 11,46ab 0,40 0,76 -1,32
Kontrol HK2 2847+0,38 1741+028 11,06b 1,00
Aviriilent S6 HA3 30,42+0,89 17,81+0,13 12,60a 0,52 0,70 -1,44
3. Giin Viriilent V30 HV3 29,73+0,94 17,58 +0,12 12,15a 0,07 0,95 -1,05
Kontrol HK3 28,63+0,12 16,55+0,09 12,08a 1,00
Aviriilent S6 HA4 29,92+0,68 17,28+0,32 12,63a 0,16 0,90 -1,12
4. Glin Viriilent V30 HV4 2986+0,14 1790+048 1197a -0,51 1,42 1,42
Kontrol HK4 2991+0,44 1743+0,16 1248a 1,00
Aviriilent S6 HA5 31,41 +£0,82 17,19+£037 14,22a 0,87 0,55 -1,83
5. Giin Viriilent V30 HV5 29,77+0,54 16,58 +0,18 13,19a -0,16 1,12 1,12
Kontrol HK5 30,54 +0,33 17,19+0,57 13,35a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Ayni giin igerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmig bitkiler ve nematod inokulasyonu yapilmamis kontrol
bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli
bulunmayan degerler ayn1 harf ile gosterilmistir.

Hassas domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2 viriilent
V30 izolatlar1 ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, Mi-1.2 geni ifadesi i¢in FjMi-

1.2F/FjMi-1.2R primerleriyle elde edilen 22A€D degerlerinin degisimi Sekil 4.21°de
gosterilmistir.
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Sekil 4.21. Hassas domates bitkisinde FjMi-1.2F/FjMi-1.2R primerleriyle Mi-1.2 geninin
ifadesinden elde edilen 222D degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore degisimi

Hassas bitkilerdeki Mi-1.2 geni ifadesi ToMi-1.2F/ToMi-1.2R primerleriyle de
analiz edilmistir. Aviriilent S6 izolat1 ile inokulasyonu yapildiktan 2 giin sonra hassas
bitkiler Mi-1.2 geninin ACT degerleri kontrol grubu bitkilerinden istatistiki dnemde
farklilik gostermistir. Diger giinlerde ise Mi-1.2 virillent V30 veya aviriilent S6
izolatlariyla inokulasyon yapilan bitkilerdeki ACT degerleri kontrol grubuyla énemli bir
farklilik gostermemistir (Cizelge 4.20).
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Cizelge 4.20. Hassas domates bitkisinde ToMi-1.2F/ToMi-1.2R primerleriyle Mi-1.2
geni igin elde edilen ortalama CT, ACT, AACT, 244CD) ve degisim katsayis1 degerleri

. Ornek Ortalama Ortalama Degisim
Giin*  Nematod Izolati CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(3ACD
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Aviriilent S6 HA1 27,96+0,08 16,73+0,38 11,23a 0,12 0,92 -1,09
1. Giin Viriilent V30 HV1 27,19+0,08 16,68 +0,04 10,51b -0,60 1,51 1,51
Kontrol HK1 2794+0,09 16,83+027 11,11a 1,00
Aviriilent S6 HA2 27,82+0,67 17,27+0,45 10,55a 2,10 0,23 -4,29
2.Glin Viriilent V30 HV2 27,02+0,23 17,34+0,20 9,68 ab 1,23 0,43 -2,35
Kontrol HK2 2586+020 1741+028 845b 1,00 -
Aviriilent S6 HA3 28,82+0,97 17,81+0,13 11,01a 0,72 0,61 -1,65
3. Giin Viriilent V30 HV3 28,05+1,26 17,58+0,12 10,48a 0,19 0,88 -1,14
Kontrol HK3 26,84+0,15 16,55+0,09 10,29a 1,00
Aviriilent S6 HA4 28,30+0,27 17,28+0,32 11,02a 041 0,75 -1,33
4. Glin Viriilent V30 HV4 28,10+£0,22 17,90+0,48 10,20a -0,41 1,32 1,32
Kontrol HK4 28,04+0,20 1743+0,16 10,61a 1,00
Aviriilent S6 HA5 29,55+0,72 17,19+0,37 12,37a 0,73 0,60 -1,66
5. Giin Viriilent V30 HV5 27,77+0,39 16,58 +0,18 11,19a -0,44 1,36 1,36
Kontrol HK5 28,82+0,59 17,19+0,57 11,64a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym giin icerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni harf ile gosterilmistir.

Hassas domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2 viriilent
V30 izolatlar1 ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, Mi-1.2 geni ifadesi i¢in ToMi-
1.2F/ToMi-1.2R primeriyle elde edilen 24ACD degerlerinin degisimi Sekil 4.22°de
gosterilmistir.
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Sekil 4.22. Hassas domates bitkisinde ToMi-1.2F/ToMi-1.2R primerleriyle Mi-1.2
geninin ifadesinden elde edilen 2C4ACT) degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore

degisimi
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4.8.4.2. PR-1a geni

Hassas domates ¢esidinde nematod inokulasyonundan sonra ilk 5 giin igerisinde
PR-1a geninin ACT degerleri kontrol bitkisiyle istatistiki onemde farklilik géstermemistir
(Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21. Hassas domates bitkisinde PRIF/PRIR primerleriyle PR-/a geni i¢in elde
edilen ortalama CT, ACT, AACT, 224D ve degisim katsayis1 degerleri

. Ornek Ortalama Ortalama Degsisim
Giin*  Nematod Izolati CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(3ACD
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Aviriilent S6 HA1 29,66 +£0,41 16,15+0,27 13,51a -1,56 2,95 2,95
1. Giin Viriilent V30 HV1 29,52 +0,50 15,73+0,14 13,79a -1,29 2,44 2,44
Kontrol HK1 31,20+ 1,70 16,13+0,34 15,07 a 1,00
Aviriilent S6 HA2 3223+0,43 16,78+0,34 1544a 1,98 0,25 -3,95
2.Giin Viriilent V30 HV2 31,24+0,34 17,11+0,19 14,13a 0,67 0,63 -1,59
Kontrol HK2 2957+1,45 16,12+0,26 13,46a 1,00
Avirtilent S6 HA3 31,40+ 0,65 1691+0,12 1449a -2,05 4,16 4,16
3. Giin Viriilent V30 HV3 32,74 +0,74 16,87+020 1587a -0,67 1,59 1,59
Kontrol HK3 32,65+0,35 16,10+0,11 16,54 a 1,00
Aviriilent S6 HA4 3236+0,50 16,81+0,26 15,55a 0,83 0,56 -1,78
4. Glin Viriilent V30 HV4 30,70+ 1,16 16,78 £0,54 13,92a -0,80 1,74 1,74
Kontrol HK4 32,22+0,77 1750+031 14,72 a 1,00
Aviriilent S6 HAS 3332+0,84 1693+0,36 16,39a 0,53 0,69 -1,44
5. Giin Viriilent V30 HVS5 31,09+ 0,22 16,15+0,05 14,94a -0,92 1,89 1,89
Kontrol HKS5 32,98+0,15 17,12+045 1586a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym giin icerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni1 harf ile gosterilmistir.

Hassas domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2 viriilent
V30 izolatlar1 ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, PR-/a geni ifadesi icin PR1F/PRIR
primeriyle elde edilen 224CD degerlerinin degisimi Sekil 4.23’de gosterilmistir.
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Sekil 4.23. Hassas domates bitkisinde PR1F/PR1R primeriyle PR-/a geninin ifadesinden
elde edilen 2C24CD degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore degisimi
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4.8.4.3. PR-2 geni

Meloidogyne incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ile inokulasyonu yapildiktan 2 giin
sonra hassas bitkilerdeki PR-2 geninin ACT degerleri Mi-1.2 viriilent V30 izolati
inokulasyon yapilan bitkilerden istatistiki onemde farklilik gostermistir. 3 giin sonra ise
ise avirililent S6 izolat1 ile inokulasyon yapilmis bitkilerin ACT degeri Mi-1.2 viriilent
V30 izolat1 ile inokulasyon yapilan bitkilerden ve kontrol grubundan farkli bulunmustur.
Diger giinlerde ise Mi-1.2 viriilent V30 veya aviriilent S6 izolat1 inokulasyonu yapilan
bitkilerdeki ACT degerleri kontrol grubuyla énemli bir farklilik gostermemistir (Cizelge
4.22).

Cizelge 4.22. Hassas domates bitkisinde PR2F/PR2R primeriyle PR-2 geni i¢in elde
edilen ortalama CT, ACT, AACT, 224D ve degisim katsayis1 degerleri

. Ornek Ortalama Ortalama Degisim
Giin* Nematod Izolat1 “X CT Hedef CT Referans ACT** AACT 26tcn  Jesisl
Kodu Gen Gen Katsayis1

Avirtilent S6 HA1 19,84+0,70 16,15+0,27 3,69a -1,07 2,10 2,10
1. Giin Viriilent V30 HV1 18,83+0,52 15,73+0,14 3,10a -1,66 3,17 3,17
Kontrol HK1 20,89+0,49 16,13+0,34 4,76a 1,00
Avirtilent S6 HA2 23,74+0,97 16,78+0,34 6,95a 1,82 0,28 -3,53
2.Giin Viriilent V30 HV2 21,00+0,36 17,11+£0,19 3,89b -1,24 2,36 2,36
Kontrol HK?2 21,25+0,37 16,12+0,26 5,13 ab 1,00
Aviriilent S6 HA3 23,19+0,36 1691+0,12 6,28a 2,30 0,20 -4,94
3. Giin Viriilent V30 HV3 20,09+0,58 16,87+0,20 3,222b  -0,76 1,69 1,69
Kontrol HK3 20,08 +0,16 16,10+0,11 398D 1,00
Avirtilent S6 HA4 2897+1,06 16,81+0,26 12,16a 1,63 0,32 -3,10
4. Giin Viriilent V30 HV4 2593+231 16,78+0,54 9,15a -1,38 2,60 2,60

Kontrol HK4 28,03+1,23 17,50+0,31 10,53 a 1,00

Aviriilent S6 HAS 28,23+0,85 16,93+0,36 11,30a 0,46 0,73 -1,38

5. Giin Viriilent V30 HVS5 2493+1,68 16,15+£0,05 8,78a -2,06 4,17 4,17
Kontrol HKS 2796+133 17,12+0,45 10,84 a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym giin icerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni1 harf ile gosterilmistir.

Hassas domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2 viriilent
V30 izolatlar1 ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, PR-2 geni ifadesi i¢in PR2F/PR2R
primeriyle elde edilen 222CD degerlerinin degisimi Sekil 4.24°de gosterilmistir.
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Sekil 4.24. Hassas domates bitkisinde PR2F/PR2R primerleriyle PR-2 geninin
ifadesinden elde edilen 202AC€D degerlerinin nematod popiilasyonu ve giinlere gore
degisimi

4.8.4.4. PR-5 geni

Hassas domates ¢esidinde nematod inokulasyonundan sonra ilk 5 giin igerisinde
PR-5 geninin ACT degerleri kontrol bitkisiyle istatistiki 6nemde farklilik géstermemistir
(Cizelge 4.23).

Cizelge 4. 23. Hassas domates bitkisinde PRSF/PRSR primerleriyle PR-5 geni i¢in elde
edilen ortalama CT, ACT, AACT, 244D ve degisim katsayis1 degerleri

. Ornek Ortalama Ortalama Degisim
Giin*  Nematod Izolat1 CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(2ACD 83
Kodu Gen Gen Katsayisi

Avirtilent S6 HA1 21,41+0,53 16,15+0,33 526a -0,07 1,05 1,05

1. Giin Viriilent V30 HV1 20,73+0,32 16,56+0,37 4,17a  -1,17 2,26 2,26
Kontrol HK1 21,98+0,50 16,64+0,29 534a 1,00
Aviriilent S6 HA2 27,17+120 17,16+0,43 10,01a 1,66 0,32 -3,16
2.Giin Viriilent V30 HV2 2391+0,38 17,17+0,16 6,74a -1,61 3,05 3,05
Kontrol HK?2 24,76+ 0,80 16,41+0,24 835a 1,00
Aviriilent S6 HA3 26,90+0,55 17,72+0,11 9,18a 1,22 0,43 -2,32
3. Giin Viriilent V30 HV3 23,27+0,76 17,34+0,54 592a -2,04 4,11 4,11
Kontrol HK3 2437+094 16,41+0,14 796a 1,00
Aviriilent S6 HA4 24,62+1,43 16,55+0,23 8,07a -1,04 2,06 2,06
4. Giin Viriilent V30 HV4 23,44+0,76 16,97+0,69 647a -2,64 6,22 6,22
Kontrol HK4 26,14+1,22 17,03+0,27 9,11a 1,00
Aviriilent S6 HAS 26,46+ 1,03 16,67+0,27 9,79a  -1,69 3,22 3,22
5. Giin Viriilent V30 HVS5 24,18+ 1,05 16,10+0,03 808a -3,40 10,55 10,55
Kontrol HKS 28,74+ 0,68 17,26+0,58 11,48a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym giin icerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni1 harf ile gosterilmistir.

Hassas domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2 viriilent
V30 izolatlar1 ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, PR-5 geni ifadesi i¢in PRSF/PRSR
primeriyle elde edilen 222CD degerlerinin degisimi Sekil 4.25°de gosterilmistir.
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Sekil 4.25. Hassas domates bitkisinde PRSF/PR5SR primerleriyle PR-5 geninin
ifadesinden elde edilen 222D degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore degisimi

4.8.4.5. SIWRKY72a geni

Hassas domates ¢esidinde nematod inokulasyonundan sonra ilk 5 giin igerisinde
SIWRKY72a geninin ACT degerleri kontrol bitkisiyle istatistiki onemde farklilik
gostermemistir (Cizelge 4.24).

Cizelge 4. 24. Hassas domates bitkisinde SIW72aF/SIW72aR primerleriyle SIWRKY72a
geni igin elde edilen ortalama CT, ACT, AACT, 244CD) ve degisim katsayis1 degerleri

Ornek Ortalama Ortalama

Giin* Nematod izolati CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(2ACD Degisim
Kodu Gen Gen Katsayisi

Avirtilent S6 HA1 22,17+£0,22 16,15+0,27 6,0la -0,06 1,04 1,04

1. Giin Viriilent V30 HV1 22,63+0,27 15,73+0,14 6,89a 0,82 0,57 -1,76
Kontrol HK1 22,20+0,33 16,13+0,34 6,07a 1,00
Aviriilent S6 HA2 22,76+0,26 16,78+0,34 597a  -0,69 1,61 1,61
2.Giin Viriilent V30 HV2 22,74+0,42 17,11+0,19 563a -1,04 2,05 2,05
Kontrol HK?2 22,78+ 0,65 16,12+0,26 6,66a 1,00
Aviriilent S6 HA3 22,86+0,17 1691+0,12 595a -0,42 1,34 1,34
3. Giin Viriilent V30 HV3 23,33+0,40 16,87+0,20 646a 0,09 0,94 -1,06
Kontrol HK3 22,48+0,19 16,10+0,11 6,38a 1,00
Aviriilent S6 HA4 23,90+0,13 16,81+0,40 7,09a -0,43 1,35 1,35
4. Giin Viriilent V30 HV4 24,09+0,20 17,03+0,50 7,05a -0,47 1,38 1,38
Kontrol HK4 24,33+0,42 16,81+0,19 7,52a 1,00
Aviriilent S6 HAS 23,94+0,14 17,12+0,44 6,82a 0,08 0,95 -1,05
5. Giin Viriilent V30 HVS5 23,22+0,37 16,44+0,14 6,78a 0,03 0,98 -1,02
Kontrol HKS 23,43+0,45 16,69+0,63 6,75a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym giin icerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni1 harf ile gosterilmistir.

Hassas domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2 viriilent
V30 izolatlar1 ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, SIWRKY72a geni ifadesi i¢in
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SIW72aF/SIW72aR primerleriyle elde edilen 224CT) degerlerinin degisimi Sekil 4.26°de
gosterilmistir.
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Sekil 4.26. Hassas domates bitkisinde SIW72aF/SIW72aR primeriyle SIWRKY72a
geninin ifadesinden elde edilen 2C4ACT) degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore
degisimi

4.8.4.6. SIWRKY?72b geni

Meloidogyne incognita’nin Mi-1.2 virlilent V30 izolat1 ile inokulasyonu
yapildiktan 2 giin sonra hassas bitkilerin SIWRKY72b geninin ACT degerleri aviriilent S6
izolat1 ile inokulasyon yapilan bitkilerden ve kontrol grubundan istatistiki énemde
farklilik gostermistir. Diger giinlerde ise Mi-1.2 viriilent V30 veya aviriilent S6 izolatlar
ile inokulasyon yapilan bitkilerdeki ACT degerleri kontrol grubuyla 6nemli bir farklilik
gostermemistir (Cizelge 4.25).
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Cizelge 4.25. Hassas domates bitkisinde SIW72bF/ SIW72bR primerleriyle SIWRKY72b
geni igin elde edilen ortalama CT, ACT, AACT, 244CD) ve degisim katsayis1 degerleri

. Ornek Ortalama Ortalama Degisim
Giin* Nematod Izolati CT Hedef CT Referans ACT** AACT 202A¢D
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Aviriilent S6 HA1 2746+028 16,15+0,27 11,31a -0,03 1,02 1,02
1. Giin Viriilent V30 HV1 27,20+049 15,73+0,14 11,46a 0,12 0,92 -1,09
Kontrol HK1 2747+0,65 16,13+0,34 11,34a 1,00
Aviriilent S6 HA2  27,75+0,29 16,78+0,34 10,97a -0,62 1,53 1,53
2.Giin Viriilent V30 HV2 26,65+024 17,11+£0,19 9,54b -2,04 4,11 4,11
Kontrol HK2 27,70+022 16,12+0,26 11,58a 1,00
Aviriilent S6 HA3  27,78+0,12 1691+0,12 10,87a -0,45 1,36 1,36
3. Giin Viriilent V30 HV3 27,72+0,54 16,87+0,20 10,86a -0,46 1,37 1,37
Kontrol HK3 2742+0,11 16,10+0,11 11,32a 1,00
Aviriilent S6 HA4  29,53+0,70 16,81 +0,40 12,72a -0,39 1,31 1,31
4. Giin Viriilent V30 HV4 2928+037 17,03+£0,50 12,25a -0,86 1,82 1,82
Kontrol HK4 2992+045 16,81+0,19 13,11a 1,00
Aviriilent S6 HAS5 30,68+0,11 17,12+0,44 13,57a -0,41 1,33 1,33
5. Glin Viriilent V30 HV5 2925+0,69 16,44+0,14 128la -1,16 2,24 2,24
Kontrol HK5 30,66+092 16,69+0,63 1398a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym giin icerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni harf ile gosterilmistir.

Hassas domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2 viriilent

V30 izolatlar1 ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, SIWRKY72b geni ifadesi i¢in
SIW72bF/ SIW72bR primerleriyle elde edilen 242D degerlerinin degisimi Sekil
4.27°de gosterilmistir.
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Sekil 4.27. Hassas domates bitkisinde SIW72bF/SIW72bR primerleriyle SIWRKY72b
geninin ifadesinden elde edilen 2C4ACT) degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore

degisimi
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4.8.4.7. SIWRKY45 geni

Meloidogyne incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ile inokulasyonu yapildiktan 4 giin
sonra hassas bitkilerin SIWRKY45 geninin ACT degerleri Mi-1.2 viriilent V30 izolati ile
inokulasyon yapilmis bitkilerden istatistiki onemde farklilik gostermistir. Diger giinlerde
ise Mi-1.2 viriilent V30 veya aviriilent S6 izolatlartyla inokulasyon yapilan bitkilerdeki
ACT degerleri kontrol grubuyla 6nemli bir farklilik gostermemistir (Cizelge 4.26).

Cizelge 4.26. Hassas domates bitkisinde SIW45F/SIW45R primerleriyle SIWRKY45 geni
i¢in elde edilen ortalama CT, ACT, AACT, 20241 ye degisim katsayis1 degerleri

Ornek Ortalama Ortalama

Giin* Nematod izolati CT Hedef CT Referans ACT** AACT 202ACD Degisim
Kodu Gen Gen Katsayisi

Aviriilent S6 HA1 26,36 +1,28 16,15+0,27 10,21a 0,01 1,00 1,00

1. Giin Viriilent V30 HV1 26,23+0,60 15,73+0,14 10,49a 0,29 0,82 -1,22
Kontrol HK1 26,33+0,34 16,13+0,34 10,20 a 1,00
Aviriilent S6 HA2 24,78 +0,12  16,78+0,34 7,99a  -0,65 1,57 1,57
2.Giin Viriilent V30 HV2 26,11+0,88 17,11+£0,19 9,00a 0,36 0,78 -1,28
Kontrol HK?2 24,76 £0,82 16,12+ 0,26 8,64 a 1,00

Aviriilent S6 HA3 25,01+0,61 1691+0,12 8,10a -3,01 8,04 8,04
3. Giin Viriilent V30 HV3 2643+1,07 16,87+£0,20 9,56a -1,55 2,92 2,92

Kontrol HK3 27,22+0,15 16,10+0,11 11,11a 1,00
Aviriilent S6 HA4 28,59+0,60 16,810,440 11,77a 1,67 0,31 -3,18
4. Giin Viriilent V30 HV4 25,03+0,78 17,03+0,50 8,00b  -2,11 4,31 4,31
Kontrol HK4 2691+0,81 16,81 +0,19 10,10 ab 1,00
Aviriilent S6 HAS 24,72+1,04 17,12+0,44 7,60a 0,08 0,94 -1,06
5. Giin Viriilent V30 HVS5 2421+0,47 1644+0,14 7,77a 0,25 0,84 -1,19
Kontrol HKS 24,21+0,70 16,69+0,63 7,52a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym giin icerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni1 harf ile gosterilmistir.

Hassas domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2 viriilent
V30 izolatlar1 ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, SIWRKY45 geni ifadesi igin
SIW45F/SIW45R primerleriyle elde edilen 2C24€T) degerlerinin degisimi Sekil 4.28’de
gosterilmistir.
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Sekil 4.28. Hassas domates bitkisinde SIW45F/SIW45R primerleriyle SIWRKY45
geninin ifadesinden elde edilen 2C4ACT) degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore
degisimi

4.8.4.8. SIWRKY?3 geni

Meloidogyne incognita’nin aviriilent S6 izolati ile inokulasyonu yapildiktan 2 giin
sonra hassas bitkilerin SIWRKY3 geninin ACT degerleri Mi-1.2 viriilent V30 izolat1 ile
inokulasyon yapilmis bitkilerden istatistiki onemde farklilik gostermistir. Diger giinlerde
ise Mi-1.2 viriilent V30 veya aviriilent S6 izolatlartyla inokulasyon yapilan bitkilerdeki
ACT degerleri kontrol grubuyla 6nemli bir farklilik géstermemistir (Cizelge 4.27).

Cizelge 4.27. Hassas domates bitkisinde SIW3F/SIW3R primerleriyle SIWRKY3 geni
i¢in elde edilen ortalama CT, ACT, AACT, 2024¢D ve degisim katsayisi degerleri

Ortalama Ortalama

Giin* Nematod izolati Ornek CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(2ACD Degisim
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Aviriilent S6 HAI1 21,41 +0,20 16,73+0,38 4,68a -0,19 1,14 1,14
1. Giin Viriilent V30 HV1 20,55+0,33 16,68+0,04 3,87a -1,00 2,00 2,00
Kontrol HK1 21,67+0,13 16,83 +0,27 4,87 a 1,00
Aviriilent S6 HA2 22,88+0,82 17,35+0,35 5,53a 0,61 0,66 -1,52
2.Glin Viriilent V30 HV2 20,85+0,31 17,79+0,18 3,06b -1,86 3,63 3,63
Kontrol HK2 21,68 +0,38 16,76 +0,19 4,92 ab 1,00
Aviriilent S6 HA3 22,69+044 17,81+0,13 4,87 a 0,63 0,65 -1,54
3. Giin Viriilent V30 HV3 21,17+0,72 17,58+0,12 3,59a -0,66 1,57 1,57
Kontrol HK3 20,80+ 046 16,55+0,09 4,25a 1,00
Aviriilent S6 HA4 20,61 +045 17,28+0,32 3,32a -1,28 2,43 2,43
4. Giin Viriilent V30 HV4 21,77+026 17,90+0,48 3,88a -0,72 1,65 1,65
Kontrol HK4 22,03+0,63 1743+0,16 4,60a 1,00
Aviriilent S6 HAS 22,65+093 17,19+0,37 5,46a -0,15 1,11 1,11
5. Giin Viriilent V30 HVS5 21,75+0,60 16,58 +0,18 5,17a -0,45 1,37 1,37
Kontrol HKS5 22,80+0,53 17,19+0,57 5,62a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym giin icerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni1 harf ile gosterilmistir.
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Hassas domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2 viriilent
V30 izolatlari ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, SIWRKY3 geni ifadesi i¢in SIW3F/
SIW3R primerleriyle elde edilen 2024¢D  degerlerinin  degisimi Sekil 4.29°de
gosterilmistir.
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Sekil 4.29. Hassas domates bitkisinde SIW3F/SIW3R primerleriyle SIWRKY3 geninin
ifadesinden elde edilen 244D degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore degisimi

4.8.4.9. Glycogenin glucosyltransferase geni

Hassas domates ¢esidinde M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ile inokulasyonu
yapilan bitkilerin glycogenin glucosyltransferase geninin ACT degerleri 1. giinde Mi-1.2
viriilent V30 izolat1 ile inokulasyon yapilan bitkiler istatistiki Onemde farklilik
gostermistir. Diger giinlerde ise Mi-1.2 V30 veya avirlilent S6 izolatlariyla inokulasyon
yapilan bitkilerdeki ACT degerleri kontrol grubuyla 6nemli bir farklilik gostermemistir
(Cizelge 4.28).
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Cizelge 4.28. Hassas domates bitkisinde GIlyF/GlyR primerleriyle glycogenin
glucosyltransferase geni i¢in elde edilen ortalama CT, ACT, AACT, 244CD) ye degisim
katsay1s1 degerleri

. Ornek Ortalama Ortalama Degsisim
Giin*  Nematod Izolat1 CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(2ACD
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Aviriilent S6 HA1 19,84 £0,18 16,15+0,27 3,69b -0,48 1,40 1,40
1. Giin Viriilent V30 HV1 20,83 +0,28 15,73+0,14 509a 0,92 0,53 -1,89
Kontrol HK1 20,31 +£0,30 16,13+0,34 4,17 ab 1,00
Aviriilent S6 HA2 20,01 £0,09 16,78+0,34 322a -0,60 1,51 1,51
2.Giin Viriilent V30 HV2 20,64+0,58 17,11+0,19 3,53a -0,29 1,22 1,22
Kontrol HK2 1994 +£0,18 16,12+026 3,82a 1,00
Aviriilent S6 HA3 20,01 £0,15 16,91+0,12 3,10a -0,48 1,39 -0,72
3. Giin Viriilent V30 HV3 20,39+0,39 16,87+0,20 3,53a -0,05 1,04 -0,96
Kontrol HK3 19,69 +0,12 16,10+£0,11 3,58a 1,00
Aviriilent S6 HA4 21,51+£0,09 16,81+040 469a 0,15 0,90 -1,11
4. Giin Viriilent V30 HV4 2265+0,85 17,03+0,50 5,61a 1,07 0,48 -2,09
Kontrol HK4 2136+0,23 16,81 +0,19 4,555a 1,00
Aviriilent S6 HAS 20,07+0,14 17,12+044 295a 0,16 0,89 -1,12
5. Glin Viriilent V30 HVS5 19,57+0,17 1644+0,14 3,13a 0,34 0,79 -1,26
Kontrol HKS5 19,48 £0,20 16,69+0,63 2,79a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym giin igerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni1 harf ile gosterilmistir.

Hassas domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2 viriilent
V30 izolatlar1 ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, glycogenin glucosyltransferase geni
ifadesi i¢in GlyF/GlyR primerleriyle elde edilen 2C24CTD degerlerinin degisimi Sekil
4.30’de gosterilmistir.
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Sekil 4.30. Hassas domates bitkisinde GIlyF/GlyR primerleriyle glycogenin

Y Yy p Y glycog
glucosyltransferase geninin ifadesinden elde edilen 2042CD  degerlerinin nematod
izolatina ve giinlere gore degisimi
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4.8.4.10. HsfAla geni

Hassas domates ¢esidinde nematod inokulasyonundan sonra ilk 5 giin igerisinde
HsfAla geninin ACT degerleri kontrol bitkisiyle istatistiki Onemde farklilik
gostermemistir (Cizelge 4.29).

Cizelge 4.29. Hassas domates bitkisinde HsfAF/HsfAR primerleriyle Hsf4la geni igin
elde edilen ortalama CT, ACT, AACT, 244CD) ye degisim katsayis1 degerleri

. Ornek Ortalama Ortalama Degisim
Giin* Nematod Izolati CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(AACD
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Aviriilent S6 HA1 2624+0,33 16,15+033 10,09a 045 0,73 -1,36
1. Giin Viriilent V30 HV1 26,63 +0,57 16,56+0,37 10,07a 042 0,75 -1,34
Kontrol HK1 2629+0,29 16,64+029 965a 1,00
Aviriilent S6 HA2  26,65+026 17,16+043 949a -0,59 1,50 1,50
2.Giin Viriilent V30 HV2 26,38=+0,14 17,17+0,16 921la -0,86 1,82 1,82
Kontrol HK2 26,49+033 16,41+024 10,07a 1,00
Aviriilent S6 HA3  27,59+034 17,72+0,11 9.87a 0,15 0,90 -1,11
3. Giin Viriilent V30 HV3  26,64+0,62 17,34+054 930a -0,42 1,33 1,33
Kontrol HK3  26,12+0,17 16,41+0,14 972a 1,00
Aviriilent S6 HA4  25,76+0,11 16,55+023 921la -0,22 1,16 1,16
4. Giin Viriilent V30 HV4 2543+048 16,97+0,69 847a -0,96 1,95 1,95
Kontrol HK4 26,46+028 17,03+027 943a 1,00
Aviriilent S6 HAS5 26,11+034 16,67+027 944a 0,26 0,84 -1,19
5. Glin Viriilent V30 HV5 2583+0,08 16,10£0,03 973a 0,54 0,69 -1,46
Kontrol HK5S 26,45+035 17,26+0,58 9,19a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym giin icerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni1 harf ile gosterilmistir.

Hassas domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2 viriilent
V30 izolatlar ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, Hsf4la geni ifadesi i¢cin HsfAF/
HsfAR primeriyle elde edilen 2022€D degerlerinin degisimi Sekil 4.31°de gosterilmistir.
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Sekil 4. 31. Hassas domates bitkisinde HsfAF/HsfAR primerleriyle HsfAla geninin
ifadesinden elde edilen 222D degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore degisimi

70



BULGULAR T. OZALP

4.8.4.11. Hsp90 geni

Hassas domates ¢esidinde nematod inokulasyonundan sonra ilk 5 giin igerisinde
Hsp90 geninin ACT degerleri kontrol bitkisiyle istatistiki Onemde farklilik
gostermemistir (Cizelge 4.30).

Cizelge 4.30. Hassas domates bitkisinde Hsp90F/Hsp90R primerleriyle Hsp90 geni i¢in
elde edilen ortalama CT, ACT, AACT, 244CD) ye degisim katsayis1 degerleri

. Ornek Ortalama Ortalama Degsisim
Giin*  Nematod Izolat1 CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(2ACD
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Aviriilent S6 HA1 20,36 £0,30 16,73+0,38 3,63a -0,07 1,05 1,05
1. Giin Viriilent V30 HV1 20,27+0,12 16,68 0,04 3,59a -0,12 1,08 1,08
Kontrol HK1 20,53 +0,21 16,83+0,27 3, 71a 1,00
Aviriilent S6 HA2 20,34+030 17,35+0,35 299a -0,78 1,71 0,31
2.Giin Viriilent V30 HV2 21,35+0,09 17,79+0,18 3,56a -0,21 1,16 0,45
Kontrol HK2 20,53 +£0,18 16,76+0,19 3,77 a 1,00
Aviriilent S6 HA3 21,66 024 17,81+0,13 3,85a -0,54 1,46 1,46
3. Gln Viriilent V30 HV3 21,50+021 17,58+0,12 3,92a -047 1,39 1,39
Kontrol HK3 20,94 +0,03 16,55+0,09 439a 1,00
Aviriilent S6 HA4 20,96 £0,27 17,28+0,32 3,67a 045 0,73 -1,37
4. Giin Viriilent V30 HV4 20,70£0,54 17,90+048 28la -041 1,33 1,33
Kontrol HK4 20,65+0,34 17,43+0,16 322a 1,00
Aviriilent S6 HAS 20,76 £0,21 17,19+0,37 3,58a 0,34 0,79 -1,26
5. Gln Viriilent V30 HVS5 20,29+0,26 16,58+0,18 3,71a 047 0,72 -1,39
Kontrol HKS5 20,42+0,57 17,19+0,57 324a 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym gilin igerisinde Aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni1 harf ile gosterilmistir.

Hassas domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2 viriilent
V30 izolatlar1 ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, Hsp90 geni ifadesi icin Hsp90F/
Hsp90R primerleriyle elde edilen 2C2A€D  degerlerinin  de@isimi Sekil 4.32°de
gosterilmistir.
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Sekil 4.32. Hassas domates bitkisinde Hsp90F/Hsp90R primerleriyle Hsp90 geninin
ifadesinden elde edilen 222D degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore degisimi
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4.8.4.12. Peroxidase geni

Meloidogyne incognita’nin aviriilent S6 ve Mi-1.2 virlilent V30 izolatlar1 ile
inokulasyonu yapildiktan 2 giin sonra hassas bitkilerin peroxidase geninin ACT degerleri
kontrol grubu bitkilerinden istatistiki onemde farklilik gostermistir. 5 giin sonra ise Mi-
1.2 virtilent V30 izolat1 ile inokulasyon yapilan bitkilerin ACT degeri kontrol grubundan
farkli bulunmustur. Diger giinlerde ise Mi-1.2 virlilent V30 veya aviriilent S6 izolatriyla
inokulasyon yapilan bitkilerdeki ACT degerleri kontrol grubuyla énemli bir farklilik
gostermemistir (Cizelge 4.31).

Cizelge 4.31. Hassas domates bitkisinde PexF/PexR primerleriyle peroxidase geni i¢in
elde edilen ortalama CT, ACT, AACT, 2(24CD) ye degisim katsayis1 degerleri

) . Ornek Ortalama Ortalama Degisim
Giin*  Nematod Izolati CT Hedef CT Referans ACT** AACT 2(3ACD
Kodu Katsayisi
Gen Gen
Aviriilent S6 HA1 2320+0,21 16,73+0,38 6,48a -0,09 1,06 1,06
1. Giin Viriilent V30 HV1 22,63+0,23 16,68+0,04 595a -0,62 1,54 1,54
Kontrol HK1 23,39+0,23 16,83+027 6,57 a 1,00
Avirtilent S6 HA2 21,19+0,06 17,35+0,35 3,84b -1,80 3,49 3,49
2.Glin Viriilent V30 HV2 21,78+0,25 17,79+0,18 3,98b -1,66 3,16 3,16
Kontrol HK2 22,40+0,18 16,76+0,19 5,64 a 1,00
Aviriilent S6 HA3 22,61 +0,45 17,81+0,13 480a -0,56 1,48 1,48
3. Giin Viriilent V30 HV3 23,41+0,61 17,58+0,12 583a 047 0,72 -1,38
Kontrol HK3 2191+0,19 16,55+0,09 536a 1,00
Aviriilent S6 HA4 23,23+0,61 17,284+0,32 595a 047 0,72 -1,39
4. Glin Viriilent V30 HV4 22,58+0,23 17,90+048 4,68a -0,80 1,74 1,74
Kontrol HK4 2291+0,19 1743+0,16 548a 1,00
Avirtilent S6 HA5 22,63+0,30 17,19+037 545ab 1,46 0,36 -2,75
5. Giin Viriilent V30 HV5 22,51+0,52 16,58 +0,18 593a 1,94 0,26 -3,83
Kontrol HK5 21,17+0,06 17,19+0,57 3,99b 1,00

* Nematod inokulasyonu yapildiktan kag giin sonra gen ifadesinin incelendigini belirtmektedir.

** Aym giin icerisinde aviriilent, viriilent nematod inokulasyonu yapilmis bitkiler ve nematod inokulasyonu
yapilmamis kontrol bitkisinden hesaplanan hedef gen ACT’leri arasinda arasindaki farklilik Tukey Testi yapilarak
karsilastirilmistir (P<0,05). Farkli bulunmayan degerler ayni1 harf ile gosterilmistir.

Hassas domates bitkisinin M. incognita’nin aviriilent S6 izolat1 ve Mi-1.2 viriilent
V30 izolatlar1 ile inokulasyonu sonucu giinlere gore, peroxidase geni ifadesi i¢in PexF/
PexR primerleriyle elde edilen 2C24CD degerlerinin degisimi Sekil 4.33°de gosterilmistir.
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Sekil 4.33. Hassas domates bitkisinde PexF/PexR primerleriyle peroxidase geninin
ifadesinden elde edilen 222D degerlerinin nematod izolatina ve giinlere gore degisimi
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5. TARTISMA

Kok-ur nematodlar1 sabit endoparazit olarak kok icinde beslenmeleri, dol
stiresinin kisa olmasi, lireme potansiyellerinin yiiksek olmasi ve konuk¢u dizisinin
oldukga genis olmasi gibi nedenlerden dolay1 ekonomik 6nemi yiiksek bir¢ok tarim tirtinii
icin 6nemli bir zararli olarak 6ne c¢ikmaktadir (Karssen ve Moens 2006). Kok-ur
nematodlart iletim demetlerinde beslenerek su ve besin maddelerinin taginimini
sinirlandirirlar (Abad ve Williamson 2010). Ayrica koklerde agmis olduklar1 yaralar
nedeniyle toprak kokenli fungal ve bakteriyel etmenlerin enfeksiyonunun artmasina
neden olurlar (Lambert ve Bekal 2002; Chawla vd. 2012).

Kok igerisine giris yapip beslenme yerine ulasan kok-ur nematodlari
beslenecekleri hiicrelere stiletleri yardimiyla salgilarimi birakirlar ve bu hiicrelerde
morfolojik ve fizyolojik degisimlere neden olurlar (Abad vd. 2009). Bu hiicrelerde
sitoplazma boliinmesi ger¢eklesmeden ¢ekirdek boliinmesi gergeklesir ve normal
hiicrelerden 400 kat biiyiik, ¢cok c¢ekirdekli hiicreler meydana gelir (Abad vd. 2009). Bu
hiicrelerde bir¢cok genin ekspresyon seviyesinin degistigi, hiicre dongiisii ve hiicre iskeleti
organizasyonu gibi bazi Onemli bitki gelisim siire¢lerinde degisiklikler oldugu
bilinmektedir (Caillaud vd. 2008).

Koke giris yapan Meloidogyne spp. J2'si, hiicreler arasinda ilerken koklere ¢ok az
zarar verir (Wyss vd. 1992; Abad vd. 2009). Ancak, savunma tepkileri, ilk J2
penetrasyonundan itibaren tespit edilir. Uyumlu domates ve kok-ur nematodu
etkilesiminde, nematod istilas1 sirasinda inokulasyondan 12 saat sonra reaktif oksijen
tirlerinin olusumu gozlenebilmektedir (Mellilo vd. 2006). Meloidogyne larvasinin
beslenmeye baslayabilmesi bitki savunma yanitlarinin baskilanmasiyla iligkilidir (Xie vd.
2016; Gleason vd. 2017; Naalden vd. 2018; Zhuo vd. 2019).

Bu ¢aligmada domateste kok-ur nematodlarina kars1 dayaniklilik saglayan Mi-1.2
ve nematod enfeksiyonunda rol oynadig: diisiiniilen bitki genleri olan PR-1a, PR-2, PR-
5, WRKY72a, WRKY72b, WRKY45, WRKY3, Glycogenin glucosyltransferase, HsfA41a,
Hsp90 ve Peroksidaz’in ifadesi SYBR Green I kullanilarak qRT-PCR ile aragtirilmistir.
Nematodun bitkiye giris yaptigi, beslenme bdlgesi olusturmaya basladigi ve dev
hiicrelerin olustugu donemdeki gen ekspresyonlarinin incelenebilmesi i¢in nematod
inokulasyonundan 1, 2, 3,4 ve 5 giin sonra RNA izolasyonlar1 yapilmistir. Ayni1 zamanda
bitki ve nematod arasinda uyumlu ve uyumsuz iliskide bu genlerin ifadesindeki
farkliliklarin gozlemlenebilmesi igin Mi-1.2 viriilent ve aviriilent olmak {iizere iki farkli
M. incognita izolat1 kullanilmistir. Calisma kapsaminda toplam 2398 reaksiyonluk qRT-
PCR gergeklestirilmistir.

Mi-1.2 geni, yaygin goriillen M. incognita, M. javanica ve M. arenaria’ya karsi
dayaniklilik saglayan dominant bir gendir (Milligan vd. 1998). Yiiksek toprak sicakligi
ve Mi-1.2 viriilent popiilasyonlar bu genin kullanimini smirlandiran en 6nemli iki
faktordiir (Devran ve Ségiit 2010; Ozalp ve Devran 2018). Bu ¢alismada Mi-1.2 geninin
transkripsiyon seviyesini belirlemek i¢in iki farkli primer seti (FjMi-1.2 ve ToMi-1.2)
kullanilmistir. Dayanikli bitkide FjMi-1.2 primeriyle gergeklestirilen qRT-PCR
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calismasinda M. incognita’nin aviriilent S6 izolati inokulasyonu yapilmis ve nematod
inokulasyonu yapilmamis kontrol grubu bitkilerinin inokulasyondan sonra 2. giinde
ACT’leri arasinda farklilik goriilmiis fakat 1., 3., 4. ve 5. giinlerde ise ACT degerleri
arasinda onemli bir farklilik bulunmamistir. ToMi-1.2 primeriyle ise 5. giine kadar
inokulasyon yapilmig bitkiler ve inokulasyon yapilmamais bitkiler arasinda bir farklilik
goriilmezken, 5. giinde Mi-1.2 viriilent M. incognita’nin V30 izolati ile inokulasyonu
yapilmis bitkilerin ACT degeri kontrol grubundan farkli bulunmustur. Martinez de
llarduya ve Kaloshian (2001), dayamikli domates bitkisindeki Mi-1.2 geni
transkriptlerinin nematod enfeksiyonundan oOnce birikmeye basladigini ve nematod
enfeksiyonuyla transkript seviyesinin degismedigini gézlemlemislerdir. Fujimoto vd.
(2011), Mi-1.2 geni tasiyan dayanikli domates bitkisinde nematod enfeksiyonunun Mi-
1.2 geninin ifadesini degistirmedigini belirtmistir. Carvelho vd. (2015), yiiksek sicaklik
uygulanan bitkilerde M. incognita’ya kars1 dayaniklilik seviyesinin diistiiglinii ancak
yiiksek sicaklik uygulanan bitkilerde Mi-1.2 geninin ifadesinde degisiklige neden
olmadigini goézlemlemis ve ayrica nematod enfeksiyonunun da Mi-1.2 geninin ifadesinde
degisiklige neden olmadig1 sonucuna ulagmiglardir.

Dayanikli ve hassas bitkilerdeki PR-/a geninin ayni giin igerisindeki ACT
degerleri M. incognita’nin avirulent S6 ve Mi-1.2 viriilent V30 izolatlarinin kontrol grubu
arasinda farklilik gdstermemistir. Her iki izolatla inokulasyonu yapilan hassas
bitkilerdeki PR-2 geninin ifadesi 3. giine kadar azalmig daha sonra artmaya baslamistir.
Dayanikli bitkide ise PR-2 geninin ifadesinde giinlere ve izolata gore degisiklik
gozlemlenmemistir. Hassas bitkide PR-5 geni ifadesi nematod inokulasyondan sonra artis
gostermis ve 5. giinde (viriilent izolat inokulasyonu yapilmis bitkilerde kontrole gore
10,55 kat, aviriilent izolat inokulasyonu yapilmis bitkilerde ise 3,22 kat artig) en yliksek
degere ulasmistir. PR-1 geni SA-iliskili SAR’1n isaret¢isi olarak degerlendirilmektedir.
Molinari vd. (2014), nematod inokulasyonu yapilmis Mi-1.2 geni tasiyan dayanikli
domates bitkisindeki PR-/ geninin inokulasyondan 5 giin sonraki transkript miktarinin
nematod inokulasyonu yapilmamis bitkidekine gdre 25 kat fazla oldugunu ve ayrica,
hassas ve dayanikli bitkilerin koklerindeki PR-2 ve PR-5 genlerinin ifadesi nematod
enfeksiyonundan sonra baskilandigini tespit etmislerdir. Bir baska ¢alismada Fujimoto
vd. (2011), PR-1a geninin ifadesinin nematod enfeksiyonu ile degismedigini bildirmistir.
Lavrova vd. (2016), enfekte olmamig dayanikli ve hassas bitkilerde PR-/ geninin diigiik
seviyede ifade edildigini ve hassas bitkide nematod enfeksiyonunun PR-/ geni ifadesini
degistirmedigini bulmuslardir. Bir diger calismada ise Seiml-Buchinger vd. (2018),
dayanikli bitkilerde nematod enfeksiyonu sirasinda PR-/ genlerinin ifadesinin arttigini ve
nematod enfeksiyonu yapilmamis dayanikli ve hassas bitkilerin PR-/ geni ifadesinde
farklilik olmadigi sonucuna ulasmiglardir. Farkli PR genleri iizerine yiiriitiilen
caligmalarda genlerin ifadeleri tizerinde farkli sonuglar elde edildigi goriilmektedir.

WRKY transkripsiyon faktorleri patojen saldirilarina ve uyaricalari yanit veren
bitkinin bagisikliginda rol oynayan bir gen ailesidir (Ulker ve Somssich 2004; Jones ve
Dangl 2006). Yapilan qRT-PCR c¢alismalar1 sonucu, dayanikli bitkilerde SIWRKY72a,
SIWRKY72b, SIWRKY45 ve SIWRKY3 genlerinin aviriilent/viriilent izolat inokulasyonu
yapilmis ve nematod inokulasyonu yapilmamis kontrol grubu bitkilerinden ayni giin
icerisinde elde edilen ACT degerleri arasinda farklilik bulunmamistir. Bhattaria vd.
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(2010), SIWRKY72a ve SIWRKY72b genlerinin Mi-1.2 avirilent nematod
inokulasyonuyla dayanikli bitkide trankripsiyonunun yukar1 yonde arttigini, ancak hassas
bitkide herhangi bir degisik olusturmadigini gozlemislerdir. Chinnapandi vd. (2017),
SIWRKY45 transkripsiyon faktOriiniin ifadesinin arttirildigit domates bitkilerinin
koklerindeki disi kok-ur nematodu sayisinin énemli diizeyde arttigini tespit etmislerdir.
Chinnapandi vd. (2019), SIWRKY3’lin over ekspresyonunun, hassas bitkide M. javanica
enfeksiyonunun azalmasina neden oldugunu, SIWRKY3'lin ifadesinin azaltilmasinin ise
enfeksiyonun artmasina neden oldugunu gézlemlemislerdir.

Glycogenin glucosyltransferase geninin bitki savunmasi ve stres toleransinda
onemli bir role sahip oldugu bildirilmistir (Vogt ve Jones 2000; Dixon 2001; Qi vd. 2005).
Bu c¢aligmada glycogenin glucosyltransferase geninin ifadesini belirlemek tizere M.
incognita’nin avirulent S6 ve Mi-1.2 viriilent V30 izolatlar1 ile inokulasyon yapilan
bitkilerde gen ifadesinde farklilik goriilmemistir. Buna karsin Schaff vd. (2007) bu
geninin nematod-bitki arasindaki uyumlu ve uyumsuz iliskide farkli sekilde ifade
edildigini bildirmislerdir.

Mi-1.2 geninin sagladig1 dayaniklilik sonucu H2O: iiretimi i¢in HsfA4/a geninin
gerekli oldugu bilinmektedir (Zhou vd. 2018). Bu c¢alismada hassas ve dayanikli
bitkilerde M. incognita’nin aviriilent veya viriilent nematod inokulasyonunun Hsf4la
geninin ekspresyonunu uyarmadigi goriilmiistiir.

Hsp90, dayaniklilik geni proteinleri ile etkilesen veya dayaniklilik geninin
fonksiyonu i¢in gerekli olan bazi proteinlerden biridir. Mi-1.2 geninin sagladigi
dayaniklilikta Hsp90’nin da rol oynadig: tespit edilmistir (Bhattarai vd. 2007). Bu
calismada, Mi-1.2 viriilent V30 izolat1 ile inokulasyon yapilmis dayanikli bitkide Hsp90
geninin ifadesi inokulasyondan sonra 4. ve 5. giinlerde artig gostermistir ancak hassas
bitkilerde bu durum gézlemlenmemistir.

Antioksidanlar, ROS’larin neden oldugu oksidatif stres kaynakli hasarlari
hafifletmeye yardimci olurlar (Das ve Roychoudhury 2014). Peroksidaz, ROSlari
parc¢alamasinin yani sira hiicre duvarinin igeriginde bulunan ligninin biyosentezine de
katilarak hiicre duvarlarmin gii¢lendirilmesi ve hiicrelerin korunmasinda gorev
almaktadir (Sutherland 1991). Calisma kapsaminda hassas bitkide en yiiksek peroksidaz
ifadesi avirtilent ve viriilent izolatlarin inokulasyonu yapildiktan 2 giin sonra goriilmiistiir.
Dayanikli bitkide ise aviriilent izolat inokulasyonu yapilan bitkilerdeki ekspresyon
seviyesi daha diisiik bulunmustur. Guan vd. (2017), Mi-1.2 geni tastyan domateste Mi-
1.2 viriilent popiilasyonun enfeksiyonu, aviriilent popiilasyonun enfeksiyonuna gore
peroksidaz genini daha fazla uyarilmasina neden oldugunu bildirmistir.

Bitkilerde mRNA transkriptleri; bitki besin durumu, fizikokimyasal kosullar,
gelisim donemi ve bir dizi ¢evresel parametre dahil olmak iizere karmasik, gene 6zgii
faktor kombinasyonlar: tarafindan diizenlenir (Wissel vd. 2003). Tez ¢alismasi sonucu
elde edilen bulgular ile daha 6nce yapilan ¢aligmalar arasindaki farkliliklara bitkinin
genetik Ozelligi, kullanilan izolatin genetik yapisi, izolatin enfeksiyon kapasitesi,
bitkilerin inokulasyonunda kullanilan nematod sayisi, RNA nin elde edildigi bitki dokusu
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ve donemi, RNA izolasyonu i¢in kullanilan kitin 6zelligi ve izolasyon siiregleri gibi
bircok etkenin neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin, Bhattaria vd. (2010)
SIWRKY72a ve SWRKY72b’nin ekspresyon miktarin1 nematod inokulasyondan 12, 24 ve
36 saat sonra arastirmiglar ve SIWRKY72b transkriptlerinin inokulasyondan 12 saat sonra
en yiiksek seviyeye ulastigi inokulasyondan 24 saat sonra ise inokulasyon esnasindaki
seviyesine indigini belirtmislerdir. Bizim ¢aligmamizda ise inokulasyondan 24, 48, 72,
96 ve 120 saat sonraki durumlar arastirilmis ve SIWRKY72b‘nin ifadesinin dayanikli
bitkide 5. giinde, hassas bitkide ise 2. giinde en yiiksek seviyeye ulastigi sonucuna
ulagilmistir. Bu durum c¢alismada kullanilan zaman araliklarin elde edilen sonuglar
izerinde oldukga etkili olabilecegini gdstermektedir.
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6. SONUCLAR

Meloidogyne spp., domateste verim kaybina ve kalitede diisiise neden olan en
onemli zararlhilardan biridir. Obligat endoparazit olarak beslenen bitki paraziti nematodu
olan kok-ur nematodlari, dol siiresinin kisa olmasi, ireme potansiyelinin yiiksek olmasi
ve miicadelesinin zor ve pahali olmasi nedeniyle ekonomik dneme sahiptir (Karssen ve
Moens 2006; Nyczepir ve Thomas 2009; Abad ve Williamson 2010).

Mi-1.2 geni, en yaygin goriilen kok-ur nematodu tiirleri olan M. incognita, M.
Jjavanica ve M. arenaria’ya kars1 dayaniklilik saglayan ve ticari ¢esitlerin gelistirildigi
1slah programlarinda da yaygin olarak kullanilan dominant bir gendir (Milligan vd. 1998).
Bu genin sagladigi dayanikliligi kiran Mi-1.2 viriilent popiilasyonlarinin giderek
yayginlagmasi ise bu genin etkinligini ciddi 6l¢iide sinirlandirmaktadir.

Nematodun beslenmeye basladig1 bolgede nematod ve bitki arasinda uyumlu ve
uyumsuz iligkisinde ¢ok sayida genin ifadesinde degisimler gozlenmektedir (Fuller vd.
2007; Guan vd. 2017). Mi-1.2 geninin sagladig1 dayanikliligin olugsmasinda bir¢cok genin
etkili oldugu gdsterilmistir (Bhattarai vd. 2007; Bhattaria vd. 2010; Zhou vd. 2018).

Bu tez kapsaminda Mi-1.2, PR-1a, PR-2, PR-5, WRKY72a, WRKY72b, WRKY435,
WRKY3, glycogenin glucosyltransferase, HsfA1a, Hsp90 ve peroksidaz’in ifadesi SYBR
Green I kullanilarak qRT-PCR ile arastirilmistir.

Mi-1.2 geninin ekspresyon miktarim1 belirlemek i¢in kullanilan FjMi-1.2
primeriyle inokulasyondan sonra 2. giinde, ToMi-1.2 primeriyle ise 5. glinde inokulasyon
yapilmis bitkiler ve kontrol grubu arasinda farklilik bulunmustur. Mi-1.2 viriilent ve
avirililent izolatlarla inokulasyonu yapilan bitkilerin Mi-1.2 i¢in elde edilen ACT degerleri
arasinda istatistiki onemde farklilik goriilmemistir.

Dayanikli ve hassas bitkilerdeki PR-/a geninin ACT degerleri M. incognita
izolatinin Mi-1.2 viriilent olup olmamasina gore degisim gostermemistir. Hassas bitkide
PR-2 geninin ifadesi nematod inokulasyonundan sonra 3. giine kadar azalmig daha sonra
artmaya baglamistir. Dayanikl bitkide ise PR-2 geninin ifadesi giinlere ve izolata gore
degisiklik gostermemistir. Hassas bitkide PR-5 geni ifadesi nematod inokulasyonundan
sonra 5. giine kadar artig gostermistir.

SIWRKY72a, SIWRKY72b, SIWRKY45 ve SIWRKY3 genlerinin aviriilent/viriilent
izolat inokulasyonu yapilmis dayanikli bitkiler ile nematod inokulasyonu yapilmamis
kontrol grubu bitkilerinden ayni giin igerisinde elde edilen ACT degerleri arasinda
farklilik bulunmamigtir. Hassas bitkilerde SIWRKY45’in en yiiksek transkript miktar
aviriilent izolat inokulasyonu yapilmis bitkilerde 3. giinde (kontrole gore 8,04 kat fazla),
viriilent izolat inokulasyonu yapilmais bitkilerde ise 4. giinde (kontrole gore 4,31 kat fazla)
gozlemlenmistir. Mi-1.2 viriilent izolat inokulasyonu yapilmig bitkilerdeki SIWRKY3
geninin ifadesi 2. giinde kontrole gore 3,63 kat artig gosterip en yiliksek degerine ulagmig
daha sonra azalmistir, aviriilent izolat inokulasyonu yapilmig bitkilerdeki ekspresyon
seviyesinde 5 giinliik siire icerisinde dnemli bir degisim gozlemlenmemistir.
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Glycogenin glucosyltransferase ve Hsf4la geninin, hassas ve dayanikli bitkilerde
M. incognita’nin aviriilent veya viriilent izolatinin inokulasyonundan sonra uyarilmadigi
gorilmiistiir.

Hsp90 geninin ifadesi Mi-1.2 virlilent V30 izolat1 ile inokulasyon yapilmis
dayanikli bitkide inokulasyondan sonra 4. ve 5. giinlerde artig gostermistir ancak hassas
bitkilerde bu durum gézlemlenmemistir.

Hassas bitkide en yiiksek peroksidaz ifadesi aviriilent ve viriilent izolatlarin
inokulasyonu yapildiktan 2 giin sonra tespit edilmistir. Dayanikl bitkide ise aviriilent S6
izolat1 ile inokulasyonu yapilan bitkilerdeki ekspresyon seviyesi viriilent izolat
inokulasyonu yapilan bitkilerdeki peroksidaz ifadesinden daha diisiik bulunmustur.

Mi-1.2 geninin domates yetistiriciliginde kok-ur nematodlarina karsi ticari
cesitlerde kullanilan tek gen olma 6zelligine sahiptir. Bu nedenle bu gen {izerinde farkli
alanlarda ¢aligmalarin yiiriitiildigii goriilmektedir. Genin sagladig1 dayaniklilik diizeyini
anlamak i¢in nematodlara tepkisi (Roberts vd. 1990), sicaklikla olan iligkisi (Dropkin
1969; Carvelho vd. 2015; Ozalp ve Devran 2018), viriilent popiilasyonlara kars: tepkisi
(Castagnone-Sereno vd. 1994; Devran ve Sogiit 2010) arastirilmistir. Son yillarda Mi-1.2
geninin sagladigi dayaniklilikta bagka genlerinde rol alabildigi ve ozellikle Hsp90,
SIWRKY72, HsfAla vb. etkili olabilecegi belirtilmistir. Ayrica bu genlerin nematod
inokulasyonu sonucu bitkilerin vermis oldugu tepkiler sonucu olusan ifade diizeyleri
arastirilmistir (Bhattarai vd. 2007; Bhattaria vd. 2010; Zhou vd. 2018). Bu tez kapsaminda
Mi-1.2 geninin yani sira ve nematod enfeksiyonunda rol oynadigi diisiiniilen 11 adet
genin (PR-1la, PR-2, PR-5, WRKY72a, WRKY72b, WRKY45, WRKY3, Glycogenin
glucosyltransferase, HsfAla, Hsp90 ve Peroksidaz) ifadesi qRT-PCR ile arastirilmistir.
Bu genlerin ifadesinin, bitkinin Mi-/.2 geni tasima durumuna, zamana, nematod
izolatinin Mi-1.2 avirlilent ve viriilent olmasina gore degisim gosterebildigi tespit
edilmigtir. Elde edilen sonuglar bu alanda yapilacak calismalar icin temel bilgiler
olusturabilmistir. Daha sonra yapilacak c¢alismalarda bu genlerin farkli domates
genotiplerindeki tepkisinin arastirilmasi, ayni kok-ur nematod tiirii i¢indeki farkli
izolatlar ile farkl tiirlere tepkisinin karsilastirilmasi ve gen ifadesinin daha sik araliklarla
oOl¢iilmesi daha detayl bilgi elde edilmesine imkan verebilecektir. Ayrica Mi-1.2 geninin
sagladigr dayaniklikliga pozitif katkisi olan genlerin, gen editing caligmalarinda
kullanilmasi ile performansi uzaltilabilecektir.
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