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OZET

Yiiksek Lisans
SOGAN SAK NEMATODU (Ditylenchus dipsaci)’ NUN SARIMSAK
BITKISINDE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU
Zeki Mutlu AKAR
Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dah
Damsman: Do¢. Dr. Ozlem ATES SONMEZOGLU
Temmuz, 2018, 79 sayfa

Insan beslenmesinde oldugu kadar ekonomik olarak da 6nemli bir yere sahip olan
sartmsak bitkisinin Tiirkiye’ de genis bir alanda iiretimi yapilmaktadir. Sarimsak
yetistiriciliginde tretimi kisitlayan onemli biyotik streslerden biri olan, sofan sak
nematodu olarak da bilinen Ditylenchus dipsaci (Kiihn) karantinaya tabi olup
bulundugu yerlerde sarimsak tiretimini blyiik sekteye ugratmaktadir. Bu nedenle
sarimsak yetistirme alanlarinda bdlgesel olarak bulunan sogan sak nematodunun
dagilim ve populasyon durumunun giincel olarak bilinmesi, sarimsak bitkisi lizerinde
bulunan 1wrklarin molekiiler diizeyde tespiti ve o bodlgede bulunan irklarin konukgu
spektrumlarinin bilinmesi biiyiik 6nem arz etmektedir.

Bu ¢alismanin amaci; Tiirkiye’ nin en fazla sarimsak iiretimi yapilan illerinden alinan
sogan sak nematodu izolatlarinin ITS-rDNA dizilerine spesifik molekiiler markorler ile
tiir teshislerinin yapilmasidir. Calismada 2016 ve 2017 yillarinda Kastamonu, Amasya,
Tokat, Aksaray, Tekirdag, Balikesir, Bursa, Hatay, Gaziantep, Kahramanmaras,
Adiyaman ve Kirklareli illerinde sarimsak yetistirilen alanlardan alinan bitki ve toprak
orneklerinden izole edilen nematodlarin molekiiler taramalar1 sonucunda elde edilen
verilerin filogenetik analizi ile incelenen nematodlarin tiir teshisleri yapilmistir. Bu
tezde tiire spesifik 10 farkli SSR ve SCAR primeri ile molekiiler taramalar yapilarak 58
adet nematod Orneginden 39 tanesinin Ditylenchus dipsaci oldugu tespit edilmistir.
Calisma ile iilkemizde sarimsak yetistirme alanlarinda bulunan sogan sak nematodu
wrklarmin tespiti, bu nematoda kars1 alinabilecek kontrol dnlemlerinin daha bilingli ve
etkin bir sekilde yapilmasina yardimci olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Ditylenchus dipsaci, ITS-rDNA, Nematod, Sarimsak, Sogan sak
nematodu.



ABSTRACT
Ms Thesis

MOLECULAR CHARACTERIZATION of STEM and BULB NEMATODE
(Ditylenchus dipsaci) on GARLIC

Zeki Mutlu AKAR
Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Bioengineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem ATES SONMEZOGLU
July, 2018, 79 pages

Garlic plant, which has an important place in the economy as well as in human
nutrition, is grown extensively in Turkey. Ditylenchus dipsaci (Kiihn), also known as
the stem and bulb nematode, is one of the most important biotic stresses that limit the
production in garlic cultivation and is under quarantine as it significantly interrupts
garlic production wherever it emerges. Thus, being up to date regarding the distribution
and population of the stem and bulb nematode, which is locally found in the areas of
garlic cultivation, identification of the breeds found on the garlic plant at the molecular
level and knowing the host spectra of the breeds found at the region are of great
importance.

The objective of this study is to perform species diagnosis of the ITS-rDNA sequences
of the stem and bulb nematode isolates collected from the cities where the highest level
of garlic cultivation is performed in Turkey using specific molecular markers. In the
study, the types of nematodes have been identified using the phylogenetic analysis of
the data obtained as a result of the molecular screening of the nematodes isolated from
the plant and soil samples collected from the areas where garlic is cultivated in
Kastamonu, Amasya, Aksaray, Tekirdag, Balikesir, Bursa, Hatay, Gaziantep,
Kahramanmaras, Adiyaman and Kirklareli provinces between 2016 and 2017. In this
thesis, upon molecular screening using 10 different species-specific SSR and SCAR
primers, it was found that 39 nematode samples of 58 are Ditylenchus dipsaci.
Identification of the breeds of stem and bulb nematodes found in the areas of garlic
cultivation in our country with this study will be useful in the conscious and efficient
application of the preventive measures against this nematode.

Keywords: Ditylenchus dipsaci, Garlic, ITS-rDNA, Nematode, Stem and Bulb
Nematode.



ON SOZ
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1. GIRIS

Sarimsak ge¢misten giliniimiize yemeklerde ve ilag sektdriinde kullanilan, genis
alanlarda tiretimi yapilip, pazar degeri yiiksek olan tibbi ve aromatik bir bitkidir. Tibbi
onemi Ve lezzeti nedeniyle pek ¢ok yemek c¢esidi igerisinde yer alan sarimsak farkli
yemek kiiltiirlerinde sik¢a kullanilmaktadir. Sarimsak Tiirkiye’ de oldugu gibi diinya
iizerinde de sikga tiiketilen bir bitki tiiriidiir. Insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahip
olan sarimsagin, insan sagligi {lizerine ¢ok sayida yararli etkilerinin belirlenmesiyle,

giinliik diyetteki 6nemi giderek artmaktadir.

Diinyadaki sarimsak iiretim alanlar1 incelendiginde Cin % 77’ lik payla birinci sirada
yer almaktadir. Tirkiye 15.166 hektarlik sarimsak iiretim alani ile diinyada 10. sirada
yer alirken, 135.148 tonluk iiretim miktart ile 11. sirada yer almaktadir (FAO, 2016).
Tiirkiye’ de en fazla tiretimin gergeklestirildigi il Kastamonu’ dur. Kastamonu ili ve
Taskoprii ilcesi sadece iilkemizde degil, iiretilen sarimsagin kalitesi nedeniyle tiim

diinyada taninmaktadir (Artik ve Poyrazoglu, 1994).

Tiirkiye’ nin bircok bolgesi sarimsak yetistiriciligi i¢in uygundur, ancak sarimsak
verimi diinya genelinin neredeyse yarist kadardir. FAO verilerine gore diinya ortalama
sarimsak verimi 18,09 hg/ha iken; Cin’ de 26,69 hg/ha olan verimi Tirkiye’ de 8,91
hg/ha’ dir (FAO, 2016). Birim alandan elde edilen verimi arttirmak igin gerceklestirilen
caligmalar arasinda oOzellikle hastalik ve zararhilarla miicadeleye biiyiik 6nem
verilmelidir. Bu baglamda sarimsakta verim ve Xkalite kayiplarina neden olan

nematodlarla miicadele olduk¢a onemlidir.

Insan beslenmesinde oldugu kadar ekonomik olarak da 6nemli bir yere sahip olan
sarimsak bitkisinin Tiirkiye’ de genis bir alanda iiretimi yapilmaktadir. Sarimsak
yetistiriciliginde tretimi kisitlayan Onemli biyotik streslerden biri olan sogan sak
nematodu Ditylenchus dipsaci (Kiihn) karantinaya tabi olup bulundugu yerlerde
sarimsak Uretimini biiyilk sekteye ugratmaktadir. Bu nedenle sarimsak yetistirme
alanlarinda bolgesel olarak bulunan sogan sak nematodunun dagilim ve populasyon
durumunun giincel olarak bilinmesi bilylik 6nem arz etmektedir. Bunun yaninda sogan

sak nematodunda tiir i¢i c¢esitlilik ¢ok fazla olup irklarin konukc¢uluk durumlart ¢ok



komplekstir. Bu nedenle sarimsak bitkisi tizerinde bulunan irklarin molekiiler diizeyde

tespiti ve o bolgede bulunan irklarin konukgu spektrumlarinin bilinmesi gerekmektedir.

Tirkiye’ de sogan sak nematodunun tespiti sadece morfolojik karakterlere gore
yapilmakta olup, iilke ekonomisi i¢in 6nemi yiiksek olan sarimsak bitkisinin yetistirme
alanlarinda bulunan sogan sak nematodu izolatlarinin molekiiler farklilik ve
benzerliklerinin belirlenmesine yonelik gerceklestirilmis kapsamli  bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Bu ¢alismanin amaci; Tiirkiye’ nin en fazla sarimsak iiretimi yapilan bolgelerinden elde
edilen sogan sak nematodu izolatlarinin ITS-rDNA dizilerine spesifik molekiiler
markdrler ile tiir teshislerinin yapilmasidir. Molekiiler taramalar sonucunda elde edilen
verilerin filogenetik analizi ile incelenen nematodlarin genetik benzerlik ve farkliliklar:
ortaya konularak, tiir teshisleri yapilmistir. DitNF1 - rDNA2, PF1 - PR1, PF2 - PR2,
DdpS1 - rDNA2, HO5 - HO6, 18S - 26S, DipU F - Dipl R, DipU F - DipU R, DIT2 F -
DIT2 R ve DITS F - DITS R primerleri ile yapilan molekiiler taramalara dayali olarak
olusturulan dendograma goére 58 adet nematod 6rneginden 39 tanesi D. dipsaci oldugu
tespit edilmistir. Ayrica HO5 - HO6 primeri ile yapilan molekiiler taramalarin sonucuna
gore de D. dipsaci oldugu tespit edilen bu 6rneklerden 19” unun D. dipsaci’ nin normal
irk1 oldugu da belirlenmistir. Calisma ile iilkemizde sarimsak yetistirme alanlarinda
bulunan sogan sak nematodu irklarmin tespiti, bu nematoda kars1 alinabilecek kontrol
Onlemlerinin daha bilingli ve etkin bir sekilde yapilmasina yardimci olacaktir.
Dolayisiyla énemli oranda zarar potansiyeli bulunan bu zararli ile etkin miicadele

sarimsak veriminin artisina ve ekonomik kalkinmaya katki saglayacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Sarimsak (Allium sativum) zambakgiller familyasinda, Allium cinsinde yer almaktadir.
Allium’ un yetistirilmesi tarihte ilk olarak Mezopotamya’ da Siimerlerle baglamistir.
Diinyadaki toplam 1.468.811 hektarlik sarimsak ekim alami goz Oniine alindiginda
Tiirkiye 15.166 hektarlik sarimsak ekim alani ile 10. Siradadir (FAO, 2016). Tiirkiye
Istatistik Kurumunun agikladigi verilere gore iilkemizde Kuru sarimsak iiretimi 2009
yilinda 83.134 ton iken 2017 yilinda 121.805 ton kuru sarimsak {iretimi yapilmistir.
Bunun yaninda tilkemizin 2009 yilinda 22.229 ton olan taze sarimsak iiretimi, 2017
yilinda 26.328 ton olmustur (TUIK, 2017). Bu durum iilkemizdeki sarimsagin
ekonomik 6nemini agik¢a ortaya koymaktadir. Ulkemizin hemen hemen her yerinde
yetistirilebilmekte olan sarimsagmn verimi diinya ortalamasinin yarisi kadardir. Diinya
ortalama sarimsak verimi 18,09 hg/ha iken Tiirkiye ortalamasi 8,91 hg/ha’ dir. Bu
veriler dogrultusunda Cin 26,69 hg/ha verimi ve 21.263.237 ton iretimi ile birinci
sirada yer almaktadir. Verimi arttirmak i¢in yapilan ¢alismalardan en 6nemlisi hastalik

ve zararlilarla mucadeledir.

Sarmmsagm iilkemizde yogun olarak yetistirildigi yerler Ege, Karadeniz, Akdeniz ve Ig
Anadolu bolgeleridir. Kastamonu iilkemizin en 6nde gelen sarimsak iiretim illerinden
birisidir. Tirkiye’ deki yillik toplam sarimsak iiretim miktarinin yaklagik % 20’ si
Kastamonu ilinde gergeklestirilmektedir. Sarimsak tiretimi Kastamonu’ da en fazla
Taskoprii ilgesinde yapilmaktadir. Ildeki iiretilen sarimsak miktarmmn % 90’ lik kismi
Taskoprii” de gergeklestirilmektedir. Taskoprii sarimsaginin kalitesinin yiiksek olmas,
dayanikliliginin fazla olmasi ve aromasmin diger bolge sarimsaklarindan i1yi olmasi
nedeni ile {ilkemizin basta gelen 6nemli sarimsak cesitleri arasindadir (Ibret, 2005).
Sarimsak, yemeklerde ve ila¢ yapiminda kullanilan kiiltiir sebzeleri arasinda kullanimi
cok eski olan sebze tiirlerinden birisidir. Yemeklere tat ve lezzet kattig1 i¢in mutfaklarin
vazgecilmez  sebzelerindendir ve sogan gibi sadece yemek yapiminda
kullanilmamaktadir. Ayni zamanda yapraklarinin ve dislerinin antibakteriyel, idrar
soktiiriicti, istah agici, solunum ve sindirim yollar1 rahatsizliklar1 ve antitroid etkileri
bulunmaktadir. Bunlarin yani sira kan sekeri ve kandaki yaglari diisiiriicii, safra
temizleme, Oksiiriikk kesici, tansiyon diisiiriicii, nezleye karsi etkili ve iltihap onleme

ozellikleri de bulunmaktadir (Anonim, 2017a).



Uzun yillar boyunca sarimsagin antibakteriyel, antiviral ve antifungal etkilerinden
dolay1 rahatsizliklara care olarak kullanildig: bildirilmistir (Evren ve ark., 2006). Orta
cag zamanlarinda verem ve kara veba hastaliklarinin tedavisinde de sarimsak basarili
sonuglar vermistir. Tibbi oneminin yani sira pek ¢ok yemek cesidinde yer alir ve ¢ok
farkl kiiltiirlerde sik¢a kullanilmaktadir. Sarimsagin 100 graminda 63,8 gr su, 28,2 gr
karbonhidrat, 5,3 gr protein, 0,2 gr yag ve L1 gr seliiloz vardir. Cok fazla kimyasal
bilesik igermekte olan sarimsak bitkisinin ic¢inde kiikiirt ihtiva eden bilesiklerden
(allicin, allin ve ajoene) olusan ugucu yaglar, enzimler (allinaz, peroksidaz ve
mirasinaz), karbonhidratlar (sakaroz, glikoz), mineraller, aminoasitler ile A, B1, B2,
niasin ve C vitamini gibi 6nemli bilesikler bulunmaktadir. Keskin kokusunu veren allil

stilfit, kiikirtlii ve eterli yaglardan olugsmustur (Ayaz ve Alpsoy, 2007).

Sarimsak, genel olarak besin maddesi ve antimikrobiyel etkilerinden dolay1 kurutulmus
sarimsak, sarimsak suyu, sarimsak tozu, ugucu sarimsak yagi ve sarimsak piiresi
seklinde dogrudan sarimsaktan elde edilebilen tirlinler seklinde tliketilebilmektedir.
Sarimsagin diger ticari Uretimleri ise kokusu alinmis sarimsak tozu tabletleri, yagda
bekletilmis sarimsak yagi, kapsiillenmis sarimsak yagi veya suyudur. Sarimsak
spektrumu genis antibiyotik olarak nitelendirilmektedir. Sarimsagin
mikroorganizmalarin etkilerini engelleyici 6zelliklerinden dolayr bu konu hakkinda

birgok arastirma yapilmistir (Evren ve ark., 2006).

Sarimsak insan beslenmesi ve saglig1 agisindan bu denli 6neme ve ¢ok farkl tiikteim
sekillerine sahip olmasma karsin sarimsak {iretimine zarar veren birgok faktor
bulunmaktadir. Bu faktorler icerisinde en 6nemlilerinden biri sogan sak nematodu

olarak da bilinen Ditylenchus dipsaci’ dir.

Kastamonu’ da iiretiminin ¢ogu gergeklestirilen sarimsak bitkisinin yetistirilmesinden,
pazarlanmasina kadar bircok zorluklar yasanmaktadir. Sarimsagin ekilip hasat
edilmesine kadar gecen silirede yorede gogiiren olarak adlandirilan nematodlar, zarar
gormemis ve saglikli tohum se¢me isleminin yapilmadigi ve c¢ok yagishh gecen
donemlerde biiylik miktarda zayiata neden olmaktadir. Bu zararlinin etkilerini azaltmak
ve korunmak i¢in miibadeleli ekim yonetimine gidilerek ve ayni zamanda sulama
yontemini degistirip yagmurlama sistemi ile bitkiler sulanmaya baslamistir (Ibret,

2005).



Bu tez caligmasinda da sarimsak iiretimini sekteye ugratan ve her gecen giin daha genis
alanlara yayilis gosteren, bitki paraziti olarak adlandirilan Ditylenchus dipsaci
nematodunun molekiiler karakterizasyonu yapilmistir. Nematodlarla miicadele etmenin

ilk basamag1 yayilis alanlariin belirlenmesi ve tiir tespitinin gerceklestirilmesidir.

Nematodlar, sayica diinya iizerinde en fazla bulunan silindirik yapida, omurgasiz
hayvanlar subesinde bulunmaktadir. Genellikle toprakta, suda ve ¢iirimekte olan
organik maddelerde yasarlar. Viicutlar1 sekilleri uzamus, silindirik, bilateral simetrilidir.
Nematodlar, diinya iizerinde pek ¢ok yasam yerlerine uyum saglamislardir. Birgok
nematod tirii de bitkilerin ¢esitli kisimlarindan beslenir ve bitkiye zarar verirler.
Bitkilerde beslenen ve zarar veren bu gibi nematodlara bitki paraziti nematodlar1 adi

verilmektedir (Anonim, 2017b).

Sogan sak nematodu (Ditylenchus dipsaci) soganli bitkilerin i¢ parazit nematodudur ve
sak, slrgiin ve yapraklarinda bulunur. Konuk¢u bitki i¢cinde dolden dole gecgerler
(Anonim, 2014a). Nematodlar, konukg¢u bitkilerde yasam kosullar1 bozulmaya
basladiginda (bitki c¢iiriidiigliinde) bitkiyi terk ederek topraga gecerler. Sogan sak
nematodu olan Ditylenchus dipsaci yasam dongiisiinii 15 °C’* de 19 ila 23 giin iginde
tamamlar, iireme yetenegine kavustugunda 45-75 giin yasamimi devam ettirir.
Nematodun larvalari bitki dokularinin yiizeylerinde ya da yiizeyin hemen altinda
kalarak dordiincii donem larva seklinde viicutlarindaki suyun belli bir kismini birakarak
5 yila kadar yasamlarin1 koruyabilirler. Konukgu bitki olmadig1 durumlarda ise toprakta
iki y1l boyunca mantari dokular ile besin ihtiyaclarii gidererek yasamlarini devam
ettirebilirler. D. dipsaci diinyanin her yerine yayilmistir ancak zarari iliman bdlgelerde
daha fazla olmaktadir. Bu bitki parazitleri tropik bolgelerde serin hava ve nemli iklim
kosullarini, subtropikal bolgelerdeyse kis aylarinda rutubetli yerleri yasam dongiisiinii
devam ettirebilmek igin tercih eder. Nematodlarin aktivitesi 36 °C’ de durdugu igin bir

insana bulagsa bile herhangi bir zarar veremez (Dikici ve ark., 2014).

Sogan sak nematodu genellikle bitkilerin yaprak, sak, yumru, sogan ve siirgiinlerine
yayillmis halde goriiliir. Hiicre aralarindaki bosluklara yerleserek bazi maddeler
salgilayarak hiicrelerde biiyliime ve ¢gogalma meydana getirir (Anonim, 2017b). Bu bitki

paraziti nematod sarimsakta genellikle yapraklarda sekilsiz biiyiime, solgunluk,



siskinlikler ve yipranmalara neden olur (Sekil 2.1). Geng bitkilerin 6lmesine neden

olabilir. Yumrularin i¢ bolgeleri dis bolgelerine gére daha ¢ok zarar goriir.

Sekil 2.1. Nematodlarin bitkilere verdigi zarar 6rnekleri

Sogan sak nematodu olan Ditylenchus dipsaci ve Ditylenchus destructor, patateste
¢lirimeye neden olan Kanada’ daki en ciddi zararlilardan ikisidir. Bu nematodlar siki
bir sekilde denetlenmektedirler ve karantinaya tabidirler. Daha 6nce Kanada’ da yaygin
olarak goriilmekte olan nematodla ilgili son veriler endise verici durumu gostermistir.
Ditylenchus destructor’ un zarar1 ilk olarak Ontario ¢evresinde tespit edilmis olup,
D. dipsaci salgin1 da Ontario’ daki sarimsak alanlarinda goriilmiis ve yakin alanlara

yayilmaya basladig1 bildirilmistir (Yu ve ark., 2016).

Benzer sekilde ABD’ de 2011 yilinda Morrison ve Dakota eyaletlerindeki iki farkli
bagimsiz sarimsak Ornegi ve 2012 yilinda Minnesota’ daki Carver ilgesinden bir
sarimsak Ornegi, ticari yetistiriciler tarafindan hastalik analizleri i¢in Minnesota Bitki
Hastaligi Birimine gonderilmistir. Bitki pargalarinin belirtileri bodurluk ve kloroz
oldugu bildirilmistir. Bitki soganindaki belirtilerin ise nekroz, gelisememe ve bigim
bozukluklar1 oldugu kaydedilmistir. Mikroskopik incelemerde, fitonematodlarin
cevredeki su damlalarina sizdiklar1 gézlemlenmistir. Gonderilen 6rneklerin analizi

sonucunda, bitki soganinda, koruyucu yapraklarinda, absisyon bdlgesi ve sarimsak



dislerinin arasinda nematodlarin oldugu bildirilmistir. Disilerin, erkeklerin ve kiigiik
nematodlarin morfometrik incelemesi ile Ditylenchus dipsaci olduklari tespit edilmistir.
Sarimsak dislerinden ayrilan nematodlar, TAF’ de (97 ml formalin [% 40], 2 ml
trietanolamin ve 91 ml dH,0) tespit edilmistir. Bu bolgelerde tiretilen sarimsaklarin
pazarlanamayacagr kabul edilmis ve ciftcilere biiylikk oranda zarar verecegi
aciklanmistir. Calisma sonucunda D. dipsaci’ nin varliginin sarimsak sektoriinde

onemli bir ekonomik etkiye sahip olabilecegi bildirilmistir (Mollov ve ark., 2012).

Sogan sak nematodu (Ditylenchus dipsaci), tohumlar ve ekim materyalleri vasitasiyla
tim diinyaya yayilmis karantinaya tabi olan c¢ok Onemli bir organizmadir. Bu
nematodlarin olduk¢a genis konukcu araligi ve anhidrobiyoza girme kabiliyetleri
nedeniyle bu ciddi zararliya kars1 bitki korumasi oldukg¢a zor ve karmasiktir. Genellikle,
eger toprakta nematod meydana gelirse, sadece toksik nematisidlerin uygulanmasi ile
yok edilebilir. Bununla birlikte, kullanilabilir nematisitlerin sayis1 azdir. Sonug olarak,
yetistirilen bitkileri D. dipsaci’ ye kars1 korumanin tek yolunun tohum ve fide tedavisi
oldugu ifade edilmistir. Halen, uygulamada ¢ok zor ve tohuma zarar verme riski yiiksek

olan tohum 6n muamelesi olarak sicak su teknigi kullanmak miimkiindiir (Zouhar ve

ark., 2016).

Evlice ve Bayram 2012 yilinda Nigde, Nevsehir, Aksaray, Isparta ve Kayseri illerini
kapsayan survey calismasinda toplam 72 farkli alanda kok-ur nematoduyla bulasik
ornekler toplamiglardir. Bulasik orneklerden elde edilen ikinci dénem larvalardan ve
disi bireylerin vulva kesitlerinden morfolojik teshisleri yapilmistir. Ayrica yumurta
paketlerinden DNA ekstraksiyonu gergeklestirilmis ve JIMV1, JIMV2, IMV primerleri
ile multiplex polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) uygulanarak molekiiler teshisleri
yapilmistir. Hem morfolojik hem de molekiiler yontemlerle yapilan incelemeler sonucu
orneklerin tamaminin Meloidogyne chitwoodi oldugu bildirilmistir (Evlice ve Bayram,
2012).

Nematoda subesinde yer alan ve mikroskobik yuvarlak solucanlar olan Ditylenchus
Filipjev cinsi bircogu fungivor olmakla birlikte bitkilerde ciddi zararlara neden olan
bitki paraziti tiirleri igeren bir gruptur. En 6nemli bitki paraziti tiirleri; Ditylenchus
destructor (Thorne) ve D. dipsaci (Kiihn) Filipjev’ dir (Jeszke ve ark., 2014). Diinyanin

her yerine yayilmis olan her iki tiiriinde konukgu spektrumlar1 ¢ok genistir. Bu nedenle



bitkisel tiretimde Onemli zararlilar arasinda yer alirlar. Ditylenchus destructor tiirii
cogunlukla kiiltiiri yapilan bitkilerden patateslerde zarar yapmaktadir ancak sarimsakta

zarara neden olmamaktadir.

Ditylenchus dipsaci (Kiihn) Filipjev tiirii ise 500 bitki tiiriinde gelisebilen 30’ dan fazla
irka sahiptir (Sturhan ve Brzeski, 1991). Bu nedenle D. dipsaci tiir kompleksi olarak
adlandirilmaktadir. En son yapilan taksonomik ¢alismalarda D. dipsaci tiirii iki gruba
ayrilmistir birincisi diploid ozellikte bireyleri igeren “D. dipsaci sensu strico” veya
“normal boyutlu tiir” olarak adlandirilan gruptur. Diger grup poliploid 6zellikte bireyleri
iceren 6 alt gruba ayrilmistir; Vicia faba bitkisinden elde edilen Ditylenchus sp. B,
Cirsium setosum bitkisinden elde edilen Ditylenchus sp. C Pilosella cinsi bitkilerle
iliskili olan Ditylenchus sp. D, Crepis praemorsa bitkisinden elde edilen Ditylenchus sp.
E, Pilosella ve Leontodon cinsi bitkilerle iliskili Ditylenchus sp. F ve Plantago
maritima bitkisinden elde edilen Ditylenchus sp. G gruplaridir (Subbotin ve ark., 2005).
Bakla (Vicia faba) bitkisinden elde edilen Ditylenchus sp. B grubu daha sonraki
arastirmalarla Ditylenchus gigas (Vovlas ve ark., 2011) ve Ditylenchus sp. C grubu ise

Ditylenchus weischeri (Chizhov ve ark., 2010) tiirii olarak ayrilmistir.

Ditylenchus dipsaci sensu strico grubunda yer almakta olan bireyler filogenetik
kapsamda birbirlerine ¢ok yakin gruplar olarak yer almaktadirlar ve alt tiir olarak
ayrima gidilememistir (Subbotin ve ark., 2005). Morfolojik olarak gerceklestirilen
gbzlemler neticesinde sonuclara ulasmak fazlasiyla deneyim ve oldukca fazla zaman
gerektirmekte, ayrica elde edilen sonuglar kimi zaman arastiricilara gore farliliklar
gosterebilmektedir. Bu nedenlerle son yillarda geleneksel yontemlerin yani sira ¢ok
sayida avantaj ve Ustiinliikleri nedeniyle molekiiler yontemler nematod sistematiginde

sikca kullanmilmaya baslanmistir (Kiligoglu ve Ozkog, 2008).

Nematodlarda taksonomik ayrim ve tani igin giiniimiizde ¢ok sayida DNA tabanli teknik
kullanilarak genetik varyasyonlar belirlenebilmektedir (Vrain ve McNamara, 1994;
Hyman ve Whipple, 1996; Powers ve Fleming 1998; Abrantes ve ark., 2004). Genomun
0zel bolgelerinin gogaltimi tiir igindeki ve tiir ile cinsler arasindaki varyasyonlarin

saptanmasinda etkili bir metottur.

En yaygin iki tekrar bolgesi olan Ribozomal DNA (rDNA) ve mitokondriyal DNA
(mtDNA) taksonomik ayrim ve teshis i¢in kullanilmaktadir (Abrantes ve ark., 2004).
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Ditylenchus dipsaci’ nin son yillardaki molekiiler tiir teshisi ile ilgili g¢alismalar
patojenite Ozelliklerinin kodlandig1 gen bdlgelerinin analizine yonelik caligmalardir

(Douda ve ark., 2013; Jeszke ve ark., 2014).

Biiyiik alt birim (LSU) ve kiiclik alt birim (SSU) genlerinde korunmus diziler bulunur.
Nematodlarda birgok taksonomik c¢alismada LSU ve SSU genleri kullanilmistir. Alt
birimler arasindaki ara (spacer) bolgeler; trankripsiyonu yapilan ara bolge (Internal
Transcribed Spacer-ITS) ve genler arasi bolge (Intergenic Spacer-IGS) olarak
adlandirilir. Bu ara boélgeler alt birim dizilerinden daha degiskendir ve en hizli
evrimlesen bolgeler olduklari igin tiirler arasindaki ya da tiir i¢i popiilasyonlar

arasindaki ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Dahlman ve ark., 2000).

Ribozomal DNA (rDNA) birimi i¢inde yer alan 18S rDNA, 5.8S rDNA ve 28S rDNA’
nin yanisira ITS bolgeleri nematod sistematiginde en ¢ok tercih edilen bolgelerdir. Daha
hizli evrim gegiren ve kodlanmayan bolge olan ITS bir popiilasyon igindeki suslarin
veya bir cins i¢indeki nematod tiirlerinin kiyaslanmasinda olduk¢a kullaniglidir. ITS
bolgesi, kodlanmayan iki degisken bolgeden meydana gelmektedir. Korunmus kiictik alt
birim (SSU) ile 5.8S alt birimi arasinda (ITS1 bolgesi) ve biiyiik alt birim (LSU) rRNA
genleri ile 5.8S alt birimleri arasinda kalan bolgede (ITS2) dizisi yer almaktadir
(Kiligoglu ve Ozkog, 2008).

ITS bolgesinin dort temel 6zelligi bu bolgeyl nematodlarda molekiiler karakterizasyon
calismalar1 i¢in yararli ve kullamigh kilmaktadir. Tek bir primer cifti kullanilarak
(rRNA) PZR ile kolaylikla ¢ogaltilabilen ITS bolgesi diger dizilere gore kiigiiktiir (500-
800 bg). Morfolojik olarak farkli tiirler arasinda ITS bolgesi farkli olabileceginden
sistematik ve filogenetik testler icin markor destekli seleksiyon kullanilabilir. ITS
bolgesi seyreltik ya da olduk¢a degrade olmus DNA Orneklerinden bile kolaylikla
cogaltilabilir. Bunun nedeni rDNA birimlerinin ¢ok sayida tekrarlar1 olmasidir. ITS tiire
0zgii problar, bir kromozomal kiitiiphane olusturmaya gerek kalmadan hizli bir sekilde
PZR ile olusturulabilir. Ayrica ITS bolgeleri, ribozomal RNA igerisinde tekrarlayan
birimler seklinde olmas: ile tiirler arasinda degisken, tiir iginde benzer olma egiliminde
olmasindan dolayi, tiire 6zgii problar1 ve primerleri gelistirmek i¢in yaygin olarak tercih
edilmektedirler (White ve ark., 1990; Bruns ve ark., 1991; Lee ve Taylor, 1992;
Kiligoglu ve Ozkog, 2008).



Filogenetik olarak Volvas ve ark. (2011), 5 farkli gen dizisini [ITS1-5.8S-ITS2 bdolgesi;
28S rDNA geni ve 18S rDNA geninin D2-D3 pargalari; sitokrom ¢ oksidaz I igin kismi
mitokondiral geni (mtCOl) ve niiklear kodlanan protein hsp90 geni] kullanarak nematod
populasyonlar1 arasindaki genetik iliskileri analiz etmislerdir. D. dipsaci sensu strico
grubu ve D. gigas nematodlar1 aralarindaki en biiyiik fark, hsp90 ve mtCOIl gen
dizilerinden elde edilmistir. Benzer olarak Ditylenchus weisheri nematodunun
Ditylenchus dipsaci sensu strico grubundan ayrilmasi, ITS-rDNA’ nin Hinfl, Bsh1236l,
Taql ve Rsal enzimleri ile kesilmesiyle olusan parcacik polimorfiziminin yaninda hsp90

gen dizisinin testleri ile gergeklestirilmistir (Chizhov ve ark., 2010).

D. dipsaci nematodlariin molekiiler karakterizasyonunda ve tanimlanmasinda
kullanilmak tizere spesifik primerler gelistirmek amaciyla yiiriitiilen bir ¢alismada iki
adet Sekans1 Karakterize Edilmis Cogaltilmis Bolge (SCAR) markori gelistirilmistir
(Zouhar ve ark., 2007). D. dipsaci’ nin tiim izolatlarinda gelistirilen primerlerden DIT2
primeri 325 bg’ lik; DITS primeri ise 245 bg¢’ lik bir fragment vermistir. Calisma
neticesinde gelistirilen PZR protokoliiniin ve primerlerin yiiksek diizeyde hassas oldugu
ve yapay bir sekilde bitki dokulara bulastirilan D. dipsaci’ lerin spesifik olarak tespit
edilmesinde yararl oldugu bildirilmistir (Zouhar ve ark., 2007). Baska bir ¢aligmada,
Ditylenchus dipsaci sensu strico, Ditylenchus sp. B ve D. destructor’ u igeren karisik
orneklerin analizi i¢in spesifik primerlerin kullanildigt multipleks PZR teknigi
gelistirilmistir. Bu yontemle rutin olarak kontrol yapilan karantina laboratuvarlarinda
gerceklestirilen islem basamaklar1 kisaltilmis ve markor destekli seleksiyon caligmalari

icin glivenilir bir diyagnostik yontem gelistirilmistir (Marek ve ark., 2010).

Tiire 6zgii spesifik primerler kullanan Madani ve ark. (2015), sogan ve koklerde zarar
meydana getiren Ditylenchus dipsaci ile Ditylenchus weischeri’ yi teshis etmisler ve
aralarindaki molekiiler farkliliklar1 ortaya koymuslardir. Bir diger c¢alismada,
Ditylenchus dipsaci’ nin normal ve giant irklar1 gelistirilen 6zel primerler ve PZR
teknigi ile basarili bir sekilde tespit edilmistir (Kerkoud ve ark., 2007). Baska bir
aragtirmada ise SCAR markorleri ve multipleks PZR ile Ditylenchus dipsaci’ nin
normal ve giant irklarinin farkliliklar1 molekiiler olarak ortaya konmustur (Esquibet ve

ark., 2003).
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Karantinaya tabi nematodlar olan D. dipsaci ve D. destructor i¢in Sturhan ve Subbotin
(2008), bu nematodlara yonelik gelistirilmis olan diyagnostik PZR-RFLP, ITS-rDNA,
SCAR PZR ve spesifik PZR yontemlerine ait protokollerin basarili bir sekilde
kullanilabilecegini bildirmislerdir. Bu yontemlerin yani1 sira Zouhar ve ark. (2007) ve
Esquibet ve ark. (1998) tarafindan daha onceleri Ditylenchus dipsaci’ nin ayriminda
rastgele cogaltilmig polimorfik DNA (RAPD) teknigi de kullanilmistir. RAPD
markorleri ile giant ve normal irklarin molekiiler karakterizasyonunun yapildigi bir
calismada, kullanilan primerlerden dordiiniin D. dipsaci popiilasyonlar1 i¢in yiiksek
derecede polimorfik oldugu saptanmistir (Esquibet ve ark., 1998). Yapilan bir baska
caligmada ise incelenen 30 adet D. dipsaci tiirii kariggminin rDNA ITS bolgeleri
cogaltilarak, filogenetik analizleri yapilmis, aralarindaki farklilik ve benzerliklerin
gosterildigi dendogram olusturulmustur (Subbotin ve ark., 2005). Farkli konukgu
bitkilerden elde edilen Ditylenchus spp. populasyonlari filogenetik analiz metodlar
kullanilarak — gerceklestirilen arastirmada Ditylenchus spp. siniflandirilmis  ve
aralarindaki akrabalik iliskileri belirlenebilmistir (Vovlas ve ark., 2011; Jeszke ve ark.,

2014).

Farkli bir arastirmada Ontario genelindeki sarimsak orneklerinde morfolojik ve
molekiiler yontemler kullanilarak Ditylenchus tiirlerinin tanimlanmasi yapilmistir (Qiao
ve ark., 2013). Farkli bolgelerden toplanan 90 popiilasyonun genetik ¢esitliligi, RAPD
primerleri  kullanilarak incelenmistir. ~Sarimsaktan izole edilen D. dipsaci
popiilasyonlarinin; ilin giliney taraflarindaki ilgelerden elde edilen ve 19 popiilasyon
iceren kiigiik grup ve genellikle dogu bolgesinden elde edilen ama giliney bati ve kuzey
bolgelerinden de bir kag popiilasyonun dahil edildigi 71 popiilasyonu igeren biiyilik grup
olmak iizere iki farkli gruba ayrildigi saptanmistir. Sarimsaktan izole edilen D. dipsaci
poplilasyonlar1 arasindaki ortalama benzerlik katsayisinin % 82 oldugu ve incelenen
populasyonlarda genetik varyasyon bulundugu tespit edilmistir. Bu ¢alismanin
D. dipsaci’ nin 1rk i¢i genetik varyasyonlarmi gosteren ilk arastirma oldugu

bildirilmistir (Qiao ve ark., 2013).

Agrirlikli olarak Vicia faba (bakla) lizerinde yetisen popiilasyonlar arasindaki iligkileri
belirlemek ve teshise yonelik markorleri gelistirmek igin D. dipsaci kompleksindeki
DNA polimorfizminin, Cogaltilmis Pargactk Uzunlugu Polimorfizmi (AFLP)

markorleri  kullanilarak arastirildigi  bir ¢alismada, farkli cografi bolgelerden
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D. dipsaci’ den koken alan 22 popiilasyon ve bir Ditylenchus myceliophagus
popiilasyonu kullanilmustir. Iki tiiriin ayrimin1 yapan iki spesifik AFLP belirteci, SCAR
markdriine doniistiirilmiistiir. Multipleks PZR’ de kullanilan SCAR primerinin, D.
dipsaci’ nin giant ve normal tiplerini tanimlamak i¢in hizli ve etkili bir ara¢ oldugu

gosterilmistir (Esquibet ve ark., 2003).

Kerkoud ve ark. (2007), Ditylenchus dipsaci tiir kompleksine ait bitki sogan1 ve govde
nematodunun tanimlanmasi i¢in PZR’ ye dayali spesifik primerlerin kullanilmasina
dayanan bir teknik gelistirilmislerdir. D. dipsaci sensu stricto ve Ditylenchus sp. B’ ye
ait olan, D. dipsaci tiir kompleksinin 20 popiilasyonunun ITS1 ve ITS2 bolgeleri, 5.8S,
18S ve 26S genlerine 6zgl iki genel ribozom primeri ile gogaltilmigtir. PZR ile
cogaltilmis DNA ornekleri, Fabaceae tohumlartyla iligkili D. dipsaci popiilasyonlarinin
tanimlanmasina izin veren bazi polimorfizmleri ortaya c¢ikarmak igin bes adet
restriksiyon enzimi ile kesilmigtir. Tiirler arasindaki polimorfizm, PZR iiriinlerinin dizi
analizi ile teyit edilmistir. Hem D. dipsaci sensu stricto hem de ¢alismada ele alinan
Ditylenchus spp. tiirlerinin tiim popiilasyonlarinda korunan bir bélgeye yonelik bir
primer (DdpS2) tasarlanmistir. Ribozomal bodlgede bulunan bu primer ile baklagil
(Fabaceae) tohumlarinda bulunan D. dipsaci tiir kompleksi popiilasyonlarinin PZR ile
tammlanmasinda iyi bir aday oldugu bildirilmistir. Ikinci bir primerin (DdpS1) de
benzer sekilde tasarlandig1 ve D. dipsaci sensu stricto’ ya 6zgii oldugu ifade edilmistir
(Kerkoud ve ark., 2007).

Bitki sogani ve govde nematodu Ditylenchus dipsaci’ nin farkli popiilasyon ve irklarinin
morfolojik, biyokimyasal, molekiiler ve karyolojik analizleri bu grubun bir tiir
kompleksini temsil ettigini géstermektedir. Bunlardan yalnizca D. dipsaci sensu stricto
ve onun morfolojik olarak daha biiyiik varyanti olan ve D. gigas olarak bilinen varyanti
ekonomik agidan Onemli bitki parazitleridir. Bu c¢alismada, bu kompleks ic¢inden
Ditylenchus gigas n sp. adl1 yeni bir tiir olarak tanimlanan bir 1k, Giiney Italya, Giiney
Ispanya ve Liibnan’ dan toplanan cesitli nematod popiilasyonlarindan elde edilen
morfolojik ve molekiiler veriler temel alinarak ortaya cikarilmigtir. ITS1-5.8S-1TS2
bolgesi, gen dizileri dahil rDNA dizilerinin molekiiler analizinin sonuglari, D. dipsaci
eski dev irkinin yeni taksonomik tiir statiisiinii desteklerken ve D. gigas n. sp.’ inin D.
dipsaci sensu stricto’ dan net bir sekilde ayirt edilebilecegini géstermistir (Volvas ve
ark., 2011).

12



Asma bitkisinin koklerinden elde edilen ve Ditylenchus cinsinin yeni iiyesi olan
D. periscus n. sp.” nin molekiiler ve morfolojik agidan farkliliklarinin incelendigi bir
calismada, D. persikiis n. sp.” nin morfolojik olarak cinsin bilinen bes tiiriine
(D. arachis, D. caudatus, D. clarus, D. myceliophagus ve D. nanus) yakin benzerliklere
sahip oldugu belirlenmistir. 28S rRNA, ITS ve kismi 18S rRNA gen bolgelerine 6zgii
primerlerle molekiiler karakterizasyona dayanan filogenetik analizlerin sonuglar
neticesinde, D. persicus n sp.” nin D. myceliophagus, D. africanus, D. arachis,
D. destrucor ve D. halictus gibi diger Ditylenchus tiirleri ile molekiiler olarak benzer

oldugu dogrulanmistir (Esmaeili ve ark., 2017)

Marek ve ark. (2010) yaptiklar1 g¢aligmada, Ditylenchus cinsinin nematodlarinin
smiflandirilmasi ve teshisini gelistirmek icin tDNA dizi verilerinin belirlenmesi ve
bilgisayar  destekli  karakterizasyonunu  gergeklestirmislerdir.  1TS1-5.8S-1TS2
parcalarinin dot-plot analizleri, D. destructor’ un ITS1 bélgesinde lokalize edilmis kisa
tekrarlanan DNA motiflerinin varligini ortaya ¢ikarirken, cinsin diger {iyelerinde benzer
DNA tekrarlar1 tanimlanmamistir. Buna ek olarak, karmasik filogenetik ¢alismalar icin
degerli bir kaynak saglayan ITS2 transkiptleri i¢in {li¢ alanli sekonder yap1 modelleri
cikartlmistir. Son olarak, ITS-rDNA sekans verisinin hizalanmasi ve oligoniikleotid
kombinasyon denemeleri taksona oOzgii giliclendirilmis bolgelerin gelisimine yol
acmustir. Ayrica, Ditylenchus bitki-parazit nematodlarinin en yaygin ii¢ taksonu olan
D. dipsaci sensu stricto, Ditylenchus sp. B ve D. destructor, multipleks PZR tabanli bir
yaklasimla tespit edilmistir. Bu DNA teknolojisinin, bitki saglig1 kontrolii ve markor
destekli seleksiyonda (MAS) kullanilabilecegi, molekiiler teshisler agisindan oldukca
degerli oldugu ifade edilmistir (Marek ve ark., 2010).

Farkli konukgu bitkilerden elde edilen 23 adet Ditylenchus dipsaci popiilasyonunun
rDNA ITS bolgesinin amplifikasyonu ve sekanslamasinin gergeklestirildigi bir
calismada, ITS1 ve ITS2 sekans dizilimlerinin filogenetik analizi iki ana kademeli
olarak ortaya c¢ikarilmistir: (i) D. dipsaci sensu stricto, diploid kromozom sayilarina
sahiptir ve tarimsal, siisen ve bir¢ok yabani bitkiden elde edilen izolatlarin ¢ogundan
olusur ve (ii) Ditylenchus spp. poliploid kromozom sayilartyla, diploid
popiilasyonlardan izole edilmis ve alt1 alt boliime ayrilmistir. Filogenetik analizler icin
rDNA ITS boélgelerinin basarili bir sekilde kullanilabilecegi ifade edilmistir (Subbotin
ve ark., 2005).
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Marek ve ark (2010) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada D. dipsaci sensu strico,
Ditylenchus sp. B ve D. destructor’ u igeren karisik 6rneklerden olusan popiilasyonun
analizi i¢in tiire 6zgli 18S - 26S primer seti kullanilmistir. PZR iiriinlerinin jel
goriintiileri incelendiginde D. dipsaci sensu stricto i¢in 967 bg, Ditylenchus sp. B igin

966 bg ve D. destructor’ da ise 1105 bg’ lik bir {irlin verdigi bildirilmistir.

2011 yilinda gergeklestirilen calismada, baklada bir¢ok nematod popiilasyonlarindan
elde edilen morfolojik ve molekiiler veriler esas alinarak D. dipsaci’ nin iki farkli tiirti
olan D. dipsaci sensu stricto ve D. gigas tiirlerinin morfolojik ve molekiiler taramalari
gerceklestirilmistir. Molekiiler olarak gergeklestirilen taramalarda tiire 6zgli li¢ adet
primer seti (D2A - D3B, TW8 - AB28, 18S - 26S) kullanilmistir. Molekiiler taramalar
sonucunda iki tiirlin ayrimmin basarili ve gilivenilir bir sekilde gergeklestirildigi
bildirilmistir (Vovlas ve ark., 2011). Bu tez ¢alismasinda da 18S - 26S primerleri

kullanilarak molekiiler taramalar yapilmistir.

Ditylenchus dipsaci sogan ve sarimsagin onemli bir patojenidir ve iriin Kalitesinde
azalmaya neden olur. Yapilan bir ¢alismada (Pethybridge ve ark., 2016) 345 sarimsak
ornegi Ditylenchus spp. tiirleri igin test edilmistir. Ditylenchus spp. cinsinin bulasiklik
oranmin % 14,1 oldugu bildirilmistir. Incelenen drneklerden otuz tanesinin, morfoloji
ve tiirlere spesifik PZR ile D. dipsaci olarak tanimlandigi bildirilmistir. Ribozomal
DNA’ nin ITS1-5.8S-ITS2 bolgesinin siralamasi, popiilasyonlarin birbirine % 99,7 ila
% 100 benzer oldugu belirlenmistir. Bir popiilasyonun Ditylenchus spp. olarak
tanimlandigi ve ITS1-5.8S-ITS2 bolgesi bakimindan D. destructor’ a % 97 benzerlik
gosterdigi bildirilmistir. Bu bilgilerin, incelenen bolgelerde sarimsak icin gelecekteki
zararli salginlarin izlenmesi ve yonetim Onerilerinin etkinligi agisindan yararli olacagi
aciklanmistir. Popiilasyonun ¢ogunlugu (30/31), morfolojik 6zelliklerin gbzlenmesi ile
D. dipsaci olarak tanimlanmigtir. D. dipsaci’ nin teshisini daha da teyit etmek igin
Marek ve ark. (2005) tarafindan gelistirilen tiire spesifik PZR primerleri (PF1 - PR1)
kullanilmistir. PZR ile spesifik tiir tanimlamasinin daha kesin ve giivenilir sekilde
yapildig1 ifade edilmistir (Pethybridge ve ark., 2016). Bu tez ¢calismasinda da molekiiler

karakterizasyonda kullanilan PF - PR1 primeri ile yararli sonuglar elde edilmistir.

D. dipsaci’ nin normal ve dev (giant) irklari arasindaki farkliligi gostermek amaciyla
SCAR PZR testi gelistirilmistir (Esquibet ve ark., 2003). Bu amagla HOS5 - HO6 ve D09
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- D10 primer setleri kullanilarak PZR yapilmistir. D. dipsaci’ nin normal irklarinda 242
b¢’ lik bant goézlenirken, D. dipsaci’ nin dev wrklarinda ise 198 bg¢’ lik bir bant
gozlemlendigi bildirilmistir. Bu iki primer seti i¢inde hedef olmayan tiirler igin
amplifikasyon gozlenmeyecegi bildirilmistir. Bu tez calismasinda da bu primer

setlerinden HO5 - HO6 kullanilarak irk ayrimi yapilmustir.

Subbotin ve ark. (2005) tarafindan gelistirilen teknik, D. dipsaci’ nin normal tiirleri i¢in
tire 6zgii olarak tasarlanmistir. D. destructor, D. dipsaci normal 1rki ve Ditylenchus
spp. karsilikli olarak degerlendirilmistir. Calismada DitNF1 ve rDNA2 primer seti
kullanilmistir. Bu primer ¢iftinin D. dipsaci i¢in yaklasik 263 bg’ lik bir fragment
verdigi, hedef olmayan tiirler igin ise bant vermedigi bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda

da ayn1 primer seti basarili bir sekilde kullanilmistir.

Kerkoud ve ark. (2007) D. dipsaci igin tiire 6zgii bir tespit teknigi gelistirmislerdir.
Degerlendirme D. dipsaci, D. africanus, D. destructor, D. myceliophagus,
Aphelenhoides ritzemabosi ve diger Ditylencus tiirleri arasinda yapilmistir. Bu testte
iki primer seti kullanilmistir. DdpS1 - rDNA2 primer seti D. dipsaci i¢in 517 bg,
DdpS2 - rDNA2 primer setleri ise D. dipsaci ve D. gigas tiirlerinde 707 b¢’ de bant
verdigi bildirilmis ve tlir tespiti i¢in kullanilmistir. Benzer sekilde DdpS1 - rDNA2

primerleri bu tez calismasinda da tiir tespitinde kullanilmastir.

Marek ve ark. (2005) tarafindan tiire spesifik olarak D. dipsaci igin gelistirilen PF1 -
PR1 primer setinin hedef olmayan diger cins popiilasyonlarinda bant vermedigi,
D. dipsaci’ de ise 327 bg’ lik bir bant verdigi bildirilmistir. Bu tez calismasinda da

kullanilan primer ¢ifti D. dipsaci’ nin tespitinde basarili bir sekilde kullanilmistir.

Ditylenchus dipsaci nematodunun molekiiler taramalarinda ve karakterizasyonunda
kullanilmak i¢in tiire 6zgii primerler gelistirmek amaciyla gergeklestirilen bir ¢alismada
iki adet SCAR markorii gelistirilmistir (Zouhar ve ark., 2007). Gergeklestirilen
caligmada tiim D. dipsaci nematod orneklerinin gelistirilen primer setlerinden DIT-2
primeri ile 325 b¢’ lik; DIT-5 primeri ile ise 245 b¢’ lik bir bant uzunlugu verdigi
saptanmustir. Ayrica gelistirilen SCAR primerleri 20 farkli ve saglikli konukgu bitkide
PZR yapilarak test edilmis ve herhangi bir ¢cogaltim olmadigi goriilmiistiir. Calisma

sonucunda gelistirilen PZR protokoliiniin Ditylenchus dipsaci nematodunun spesifik bir
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sekilde tespit edilebilmesinde kullanigshi bir yontem oldugu bildirilmistir (Zouhar ve
ark., 2007).

Yavuzaslanoglu ve ark. (2017) gergeklestirdikleri calismada 51 adet nematod
popiilasyonunda, bes adet tiire spesifik primerler ile (PF1 - PR1, PF2 - PR2, DdpS1 -
rDNA2, DitNF1 - rDNA2, HO5 - H06) molokiiler tiir tespiti basarili bir sekilde
yapildigini bildirmislerdir. Incelenen nematod popiilasyonlarindan PF1 - PR1, PF2 -
PR2, DdpS1 - rDNA2 ve DitNF1 - rDNA2 primer setlerine gore 20 tanesinin D.
dipsaci oldugu bildirilmistir. HO5 - HO6 primeri ile gerceklestirdikleri PZR
taramalarinda ise dort popiilasyonun D. dipsaci’ nin normal irki oldugu bildirilmistir.
Benzer sekilde PF1 - PR1, PF2 - PR2, DdpS1 - rDNA2, DitNF1 - rDNA2 ve HO05 -

HO6 primer setleri bu tez ¢alismasinda molekiiler tiir tespitinde kullanilmustir.
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3. MATERYAL VE METOD

Nematod ornekleri Tiirkiye’ de sarimsak {retiminin en fazla gerceklestirildigi
Kastamonu, Amasya, Tokat, Aksaray, Tekirdag, Balikesir, Bursa, Hatay, Gaziantep,
Kahramanmaras, Adiyaman ve Kirklareli illeri 6rnekleme alanlarindan alinmistir

(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Orneklemenin yapildigr il ve kdyler

Ornek No Toplanidig 1l Toplamldig Tlge/Koy
01 Hatay Demirkoprii Koy
02 Hatay Kirikhan
03 Hatay Reyhanli-1
04 Hatay Reyhanli-2
05 Hatay Reyhanli-3
06 Hatay Reyhanli-4
07 Tekirdag Koseilyas Koyt
08 Tekirdag Merkez
09 Tekirdag Kay1
10 Aksaray Toprakkaya-1
11 Aksaray Toprakkaya-2
12 Aksaray Acipinar-1
13 Aksaray Acipinar-2
14 Aksaray Sapmaz Koyii-1
15 Aksaray Akyamag Koyt
16 Aksaray Sapmaz Koyii-2
17 Aksaray Acipinar-3
18 Gaziantep Yenikoy
19 Gaziantep Kogaklar Koyii-1
20 Gaziantep Kogaklar Koyii-2
21 Gaziantep Kogaklar Koyii-3
22 Gaziantep Kogaklar Koyii-4
23 Tokat Dedeli Koyl
24 Tokat Déllitk Koyii
25 Tokat Kizilkoy
26 Tokat Yakinca Koyii
27 Balikesir Karacalar kdyii
28 Bursa Yenisehir
29 Amasya Giimiighacikdy-1
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Cizelge 3.1. Orneklemenin yapildigi il ve kdyler (devam)

30 Amasya Giimiigshacikdy-2
31 Amasya Giimiigshacikdy-3
32 Kastamonu Tagkoprii-1

33 Kastamonu Tagkoprii-2

34 Kastamonu Tagkoprii-3

35 Kastamonu Taskoprii-4

36 Kastamonu Taskoprii-5

37 Kastamonu Afsar Koyt

38 Kastamonu Donalar Koyii
39 Kastamonu Vakifbeloren Koyt
40 Kastamonu Vakifbeloren Koyl
41 Kastamonu Yukar1 Cauircik Koyii
42 Kastamonu Yukar1 Cauircik Koyii
43 Kastamonu Vakifbeloren Koyt
44 Kahramanmaras Aksu Koyi

45 Kahramanmaras Karagay Koyt
46 Kahramanmaras Tatar Koyl

47 Kahramanmarag Yaylaiistii Koyii
48 Adiyaman Koseli Koyt

49 Adiyaman Yesilyurt Koyii
50 Balikesir Pamukga Beldesi
51 Balikesir Cinge Koyl

52 Kirklareli Osmaniye Koyii
53 Kirklareli Osmaniye Kdyii
54 Gaziantep Yakacik Koyii
55 Gaziantep Kagaklar Koyii
56 Gaziantep Kokliice Koyl
57 Gaziantep Yenikdy

58 Gaziantep Gogmez Koyii

Bitki paraziti nematod tiirlerini belirlemek amaciyla, Tiirkiye’ de sarimsak iiretiminin en
fazla gerceklestirildigi Hatay, Tekirdag, Aksaray, Gaziantep, Tokat, Balikesir, Bursa
Amasya, Kastamonu, Kahramanmaras, Adiyaman ve Kirklareli illerinden 2016 yili
Mayis, Haziran ve Temmuz aylarinda 20 adet, 2017 yili Nisan, Mayis ve Haziran
aylarinda bitkinin gelisimine gére bas baglama donemine denk gelecek sekilde 11 adet

toprak ve bitki Ornegi alinmustir. Ayrica Cukurova Universitesi Bitki Koruma
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Boliimiinden Kastamonu, Kahramanmaras, Balikesir, Gaziantep, Adiyaman ve
Kirklareli illerinden temin edilmis 27 adet nematod 6rneginde de molekiiler taramalar
yapilmistir. Toplamda bu tez caligmasinda 58 adet nematod Orneginin molekiiler
taramalar1 yapilmistir. Orneklemenin yapildigi alanlar Sekil 3.1’ de verilen harita

lizerinde isaretlenmistir.

Sekil 3.1. Orneklerin toplandig iller

Sarimsak bitkileri ve toprak oOrnekleri bolgedeki sarimsak ekilis alanlarina goére, o
bolgeyi temsil edecek sekilde 3 km’ de bir durularak (Bora ve Karaca, 1970), sarimsak
tarlasinda zig zag seklinde yiriinerek alinmistir (Sekil 3.2 ve 3.3). Bir tarladan 10-15
farkli noktadan 2 cm ¢apinda toprak sondasi ile alinan topraklar birlestirilerek, yaklasik
2 kg’ lik bir pagal ornek olusturulmustur. O andaki iiriin ve eger miimkiin ise bir 6nceki
irtin GPS (Cografik Belirleme Sistemi; Geographic Coordinate System) kullanilarak,
bulunulan noktanin derece, dakika ve saniye olarak, kuzey meridyenine ve dogu
paraleline uzakligi kayit edilmistir (Sahin, 2010). Sarimsak bitkileri ve toprak drnekleri

ikiser tekerriir olacak sekilde toplanmustir.
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Sekil 3.3. Ornek toplama sekli ve tek seferde alinmasi gereken toprak miktar

Sarimsaklarin ve toprak orneklerinin alindigi survey calismasinda, toprak orneklerini
yeterli derinlikten toplayabilmek igin 6zel olarak yaptirilan metal burgu kullanilmistir
(Sekil 3.4). Bu sayede tarlanin yiizey kismindan degil de 20 cm altindan alinan toprak
ornekleri ile nematod igerigi bakimindan daha zengin olan kok bdlgesinden numune
alinmasi ve daha dogru sonug elde edilmesi saglanmistir. Metal burgu Sekil 3.4’ de

goriildiigl iizere 70-75° ac1 ile topraga batirilip ve saga sola ¢evrilerek topragin burgu
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icerisinde kalmasi saglanmistir. Daha sonra her noktadan alinan toprak ornegi plastik

posetlere konularak gerekli etiketleme yapilmistir.

Sekil 3.4. Ornek toplanirken kullamlan malzemeler ve toprak drneginin alinma sekli

Sarimsak ornekleri toplanirken bitkiye zarar vermeden topraktan kokiiyle birlikte
sokiilmistiir (Sekil 3.5). Eger bitki topraga saglam bir sekilde tutunmugsa bitkinin
kokiine zarar vermemek i¢in metal burgu bitkinin dibinden 10 cm kadar uzaga batirilip
bitki kokiiyle birlikte topraktan ¢ikartilir. Bitki topraktan temizlendikten sonra plastik
posetlere konularak gerekli paketleme ve etiketleme islemleri yapilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Bitki ve toprak drneklerinin paketlenip etiketlenmesi
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3.1. Nematodlarin Bitki ve Toprak Orneklerinden Ayrilmasi

Hareketli nematodlar 100 gr toprak orneginden (Sekil 3.7) Whitehead ve Hemming
(1965) ve Hooper (1986) tarafindan gelistirilen Baermann huni yontemi kullanilarak
elde edilmistir. Bir elek iizerinde olmak {izere toprak oOrnekleri su igerisinde 3 giin
laboratuarda bekletilmis ve her bir petri kabindaki nematodlart bulunduran su 20 pm
capindaki filtreden gegirilerek, nematodlar ayrilmistir (Sekil 3.8). Nematodlar: i¢eren
siispansiyonun hacmi 15 ml’ lik santrifiyj tiipii icinde 1 ml’ ye kadar azaltilarak, 1 ml
siispansiyon icinden alinan 50 pl 6rnek i¢inde bulunan nematodlar cins diizeyinde
sayllmistir. Daha sonra her bir nematod cinsi i¢in sayilan deger 20 ile ¢arpilarak 1 ml

ornek i¢indeki her bir cinse ait toplam nematod sayis1 belirlenmistir (Sahin, 2010).

Sekil 3.7. Toplanan toprak 6rnekleri
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Sarimsak Orneklerinden secilen 3 adet bitki 6rnegi ayri petri kaplarina elekler tizerine
yerlestirilerek ve petri kab1 ¢esme suyu ile doldurularak 4 saat bekletilmistir. Siire
sonunda petri kabidaki su 100 ml’ lik meziirlere doldurulmustur. iki saat siire ile
nematodlarin yergekimi etkisiyle dipte toplanmasi i¢in beklenilmistir. Ust kistmdaki su
sifon yapilarak alinmis ve altta kalan 10 ml’ lik nematod siispansiyonu 15 ml’ lik
santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Sarimsak Orneklerinden elde edilen nematod
siispansiyonlar1 1 ml’ ye azaltilarak icerisinden aliman 50 pl lam {izerine yerlestirilerek
incelenmistir (Sekil 3.8). Elde edilen 6rneklerden izole edilen DNA’ larda molekiiler
taramalar yapilmistir. Nematodlarin bitki 6rneklerinden ayrilmasi igin de Walker ve
Wilson (1960) tarafindan gelistirilen Baermann Huni Teknigi’ nin modifiye edilmesiyle
gelistirilen seleksiyon petri yontemi (Hooper, 1986) kullanilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.8. Mikroskop altinda incelenen nematod 6rnekleri
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Sekil 3.9. Baermann huni yonteminin uygulanisi

3.2. Molekiiler Tiir Teshislerinin Yapilmasi

Sarimsak yetistirme alanlarindan toplanan numunelere ait nematod Orneklerinin
molekiiler olarak tiir teshislerinin yapilmasi iki basamakta gergeklestirilmistir. Oncelikle
her numunedeki nematod 6rneklerinden DNA izole edilmistir. ikinci asamada izole
edilen DNA’ lar, D. dipsaci sensu strico grubu ile poliploid gruplarin ayrimini ve 6zel
bolgelerin ¢ogaltilmasini saglayan spesifik primerler (Cizelge 3.2) kullanilarak PZR ile
cogaltilmigtir. Her bir primer ile elde edilen amplifikasyon iirlinlerinin baz biiytikliikleri
karsilagtirilarak populasyonlarin gruplari teshis edilmistir. Her bir asamada kullanilan
prosediirler asagida boliimler halinde agiklanmistir. Molekiiler taramalar iki tekerriir

olacak sekilde gerceklestirilmistir.
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3.3. DNA izolasyonu

Nematod orneklerinin DNA izolasyonu Waeyenberge ve ark. (2000) tarafindan
gelistirilen Holterman ve ark. (2006) in modifiye ettigi DNA ekstraksiyonu
prosediiriine gore gergeklestirilmistir. izolasyonda kullanilan soliisyonlarin hazirlanisi

asagida verilmistir.

1) IM Sodyum Kloriir stok soliisyon;,
» 5,84 gr NaCl 100 ml dH,0O’ da ¢6ziiliir.
» Otoklavlanir, 4 °C de saklanir.

2) 1M Tris HCI (pH 8) stok soliisyon;

» 12,11 gr Tris 100 ml dH,0O’ de ¢oziiliir.
» HCl kullanilarak pH 8.0 ayarlanir.
» Otoklavlanir, 4 °C de saklanir.

3) 20 mg/ml Proteinase K stok soliisyon;
» 20 mg Proteinase K steril su ile ¢oziiliir, toplam hacim 1 ml’ ye tamamlanir. -20 °C

en fazla bir yil saklanabilir.

4) Lizis Tampon Negatif (WLB-)
» Karisim 2 ml IM NaCl + 2 ml IM Tris-HCI (pH 8) 5,5 ml olacak sekilde 10-15

ml’ lik steril plastik tiiplerde steril su i¢inde hazirlanir. +4 °C’ de saklanr.

5) Lizis Tampon Pozitif (WLB+)
» Karisim 950 ul WLB- + 10 ul beta-merkaptoetanol (saf olarak) + 40 pl 20 mg/ml
Proteinase K 1,5-2 mI’ lik ependorf tiip i¢inde hazirlanur.

» -20° C’ de en fazla bir ay saklanabilir.

DNA izolasyonu Prosediirii:

» 5 nematod 25 pl steril su iginde PZR tiipiine konulur.

> Uzerine 25 pl WLB+ eklenir.

» 65°C’ de 1,5 saat ve sonrasinda 99 °C’ de 5 dakika 1sitic1 blokda inkiibe edilir.

DNA izolasyonu yapildiktan sonra izolasyonun basarili olup olmadigi drnekler agaroz

jelde yiiriitiilerek goriilebilir. Ancak nematod DNA’ lari ¢ok kiiciik olduklari igin jel de
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yiriitiildiikleri zaman dogrudan goriintiilenememektedir. Bunun i¢in DNA izolasyonu
sonrasinda 6rnekler DitNF1 - rDNA2 primeri kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) ile ¢ogaltip, elde edilen PZR iirtinleri 24 ml 5x TBE, 96 ml ddH,O, 1,2 gr Agaroz
ve 13ul Etidyum Bromiir (10 mg/ml) i¢eren toplam hacmi 120 ml’ lik % 1’ lik agaroz
jellerde kosulmus ve goriintiilenmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. DNA izolasyonu kontrolii i¢cin DitNF1 - rDNA2 primeri ileyapilan PZR {iriinlerine
ait jel goriintiisii

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu tezde kullanilan ve nematod genomu boyunca dagilim gosteren 5.8S, 18S ve 28S
rDNA bdélgelerini hedefleyen, ITS bolgelerini ¢ergeve igine alan primer setleri Cizelge

3.2’ de verilmistir. Nematod genomu Sekil 3.11” de verilmistir.

Sekans Varyasyonu
Yiksek oranda

degisken
Yiksek oranda T

korunumlu

NTS - ITS1 . ITS2 NTS
Size (bg)"1000 1700 150 3400
< "1000 >

Sekil 3.11. Nematod genomu
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Cizelge 3.2. Caligmada kullanilan SSR ve SCAR primerlerine ait dizi bilgileri

. . - D. dipsaci’ de
Pl;;r(r;er Pr(|5rzu_e_r_2:z)|5| Beklenen Bant | Hedef Bolge }|\</I?knaa}:
! Biiyiikliigii (bc)
DdpS1 |5-TGGCTGCGTTGAAGAGAACT-3’ Vrain ve
517 bg 5.8S rDNA
rDNA2 |5'-TTTCACTCGCCGTTACTAAGG-3' ark., 1992
DipUF |5’ -CCCATTTTTGAACTTTTTTACAAG-3’ 333b ITS bolgelerini| Vovlas ve
. Y
DipUR |5’ -CTAGATTAGCAAAGACGTATATC-3’ cevreleyen | ark., 2011
DipUF |5’ -CCCATTTTTGAACTTTTTTACAAG-3’ Marek ve
. 256 bg ITS1-ITS2
DiplR |5’ -GAAAAGCACCCAACCAGTACC-3’ ark., 2010
DIT2F |5-GCAATGCACAGGTGGATAAAG-3' 2T ITS bolgelerini| Zouhar ve
Y
DIT2R [|5-CTGTCTGTGATTTCACGGTAGAC-3’ cevreleyen | ark., 2007
DITS5 F [|5-GAAAACCAAAGAGGCCGTAAC-3’ 45 ITS bolgelerini| Zouhar ve
Y
DIT5R [|5'-ACCTGATTCTGTACGGTGCAA-3' cevreleyen | ark., 2007
DitNF1 [5'-TTATGACAAATTCATGGCGG-3’ Vrain ve
263 bg 18S ve ITS1
rDNA2 |5-TTTCACTCGCCGTTCTAAGG-3' ark., 1992
HO5 5'- TCAAGGTAATCTTTTTCCCCACT-3' Esquibet ve
242 bg 5.8S rDNA
HO06 5'-CAACTGCTAATGCGTGCTCT-3’ ark., 2003
PF1 5'-AACGGCTCTGTTGGCTTCTAT-3 27 ITS bolgelerini| Marek ve
Y
PR1 5'-ATTTACGACCCTGAGCCAGAT-3’ cevreleyen | ark., 2005
PF2 5'-TCGCGAGAATCAATGAGTACC-3' 396 b ITS bolgelerini| Marek ve
Y
PR2 5'-AATAGCCAGTCGATTCCGTCT-3’ gevreleyen | ark., 2005
18S 5’ -TTGATTAGGTCCCTGCCCTTT-3’ 967 b ITS1-5.8S- | Marek ve
Y
26S 5’ -TTTCACTCGCCGTTACTAAGG-3’ ITS2 ark., 2010

Polimeraz Zincir Reaksiyonlarinda PF1-PR1 primer seti icin Dream Tag Green MM

(Thermo, K1081), diger primerler igin ise Tag polimeraz (Thermo, EP0402) enzimleri

kullanmilmistir. PZR 1s1 dongiileri ve miktarlar1 kaynak makaleler referans alinarak

optimize edilerek ayarlanmistir (Vrain ve ark., 1992; Esquibet ve ark., 2003; Marek ve
ark., 2005; Zouhar ve ark., 2007; Vovlas ve ark., 2011). PZR’ lerde negatif kontrol
(NK) olarak DNA vyerine su, pozitif kontrol (PK) olarak ise Ditylenchus dipsaci oldugu

kesin olarak bilinen 6nceden hazirlanmis havug kiiltiirlerinden temin edilen Grnekler
kullanilmistir. PZR islemi, BIO-RAD C1000 Touch Thermal Cycler kullanilarak
gerceklestirilmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Tez ¢alismasinda kullanilan 1s1 dongiisii cihazi

DNA ve PZR iiriinlerinin elektroforezi % 1’ lik agaroz jellerde UV 1sik altinda
Sambrook ve ark. (1989) tarafindan Dbelirtilen standart yontemlere gore
gerceklestirilmistir. PZR iirlinlerinin yiiriitilmesinde Thermo Scientific EC 1000 XL
Power Supply Elektroforez Sistemi (Sekil 3.13), PZR iiriinlerinin yiiriitiildiigi jellerin
goriintiilenmesinde ise BIO-RAD ChemiDOC MP goriintiileme sistemi (Sekil 3.14)
kullanilmastir.

Sekil 3.13. PZR firiinlerinin yiiriitiildiigi agaroz jel elektroforezi
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Sekil 3.14. Jel goriintiileme sistemi

PZR reaksiyonlar1 her bir primer i¢in kaynak makalelerinde belirtilen sartlar optimize

edilerek yapilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan primerlere ait PZR kosullart

Primer Adi PZR Dongiisii PZR Mix (1x)
94°C 1 dk 2 uL 10X Tag Buffer with KCL
o 1,2 uL MgCl,
94°C 30 dk
o 1,6 uL ANTP
Ddp1 60°C 30 sn 1,5 uL Primer F
rDNA2 72°C 45 sn D M
0,2 uL Tag
72°C 10 dk
40 dbneii 10 uL ddH,0
ongt 3 uL DNA
95°C 11 dk 2,2 uL 10X Tag Buffer with KCL
o 2,2 HL MgClz
95°C 45 sn
i o 1,76 uL ANTP
DipU F 55°C 30 sn _
i 0,22 pL Primer F-R
DipUR 72°C 1dk
72°C 5 dk 0,44 p,L Tag
45 dénai 14,96 uL ddH,0
ongt 3 uL DNA
DipU F '
Dipl R 95°C 11 dk 2,2 uL 10X Tag Buffer with KCL
o 2,2 HL MgC12
95°C 45 sn
0 1,76 uL ANTP
55°C 30 sn X
0,22 pL Primer F-R
72°C 1 dk
72°C 5 dk 0,44 IJ,L Tag
i gt 14,96 uL ddH,0
ongt 3 uL DNA
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Cizelge 3.3. Calismada kullanilan primerlere ait PZR kosullar1 (devam)

Primer Ad1 PZR Déngiisii PZR Mix (1x)
94°C 3 dk 2,5 pL 10X Tag Buffer with KCL
0 2,5 uL MgCl,
95°C 1dk 2,2 uL dNTP
DIT2F 58.7°C 45 sn 030k Primer F-R
DIT2R 72°C 1 dk pada
72°C 10 dk 0.5 ul. Tag
30 dinei 13,7 uL ddH,0
ongu 3 uL DNA
94°C 3 dk 2,5 pL 10X Tag Buffer with KCL
o 2,5 uL MgCl,
94°C 1dk 2,2 uL dNTP
DIT5 F 58.7°C 1 dk 030k Primer F-R
DIT5 R 72°C 90 sn o
72°C 10 dk 0.5 ul Tag
35 dsnei 13,7 uL ddH,0
ongd 3 uL DNA
94°C 4 dk 2,5 uL 10X Tag Buffer with KCL
o, 1,5 HL MgC12
94°C 15 sn 2 UL NTP
DitNF1 57°C 30 sn ” :
0,15 pL Primer F-R
rDNA2 72°C 30 sn
72°C 10 dk 04 uL Tag
35 déneii 15,3 uL ddH,0
ongu 3 uL DNA
94°C 3 dk 2 uL 10X Tag Buffer with KCL
o 1,2 HL MgClz
94°C 1 dk
0,8 uL dNTP
HO05 57°C 1 dk .
1,5 pL Primer F-R
HO06 72°C1dk
72°C 10 dk 0.2 uL Tag
30 déngii 9,8 uL ddH,0
ongu 3 uL DNA
94°C 3 dk
94°C 2 dk 7,5 pL Dream Tag
PF1 62°C 30 sn 0,5 pL Primer F-R
PR1 72°C 2 dk 13,5 pL ddH,0
72°C 10 dk 3 uL DNA
30 dongii
94°C 3 dk 2,5 uL 10X Tag Buffer with KCL
o 2 l,I,L Mgch
94°C 2 dk
. 2 uL dNTP
PF2 63°C 30 sn .
0,25 pL Primer F-R
PR2 72°C 2 dk
72°C 10 dk 0.3 uL Tag
30 déneii 14,7 uL ddH,0
ongu 3 uL DNA
2,2 uL 10X Tag Buffer with KCL
94°C 2 dk 2,2 uL MgCl,
185 94°C 30 dk 1,76 uL ANTP
60°C 20 sn 0,22 pL Primer F-R
265 72°C 1 dk 0.44 L Tag
72°C 7 dk 14,96 uL ddH,0
30 dongii 3 uL DNA
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Arastirmada incelenen nematodlarinin DNA’ larma ait PZR {irlinlerinin tiim jellerde
yuriitilme sirast Cizelge 3.4” deki gibi diizenlenmistir. Jellerde verilen numaralar

Cizelge 3.1’ de verilen 6rnek numaralari ile aynidir.

Cizelge 3.4. PZR firiinlerinin jele yliklenme sirasi

1. Jel Sira No 2. Jel Sira No 3. Jel Sira No 4. Jel Sira No
100 b¢ Ladder 100 b¢ Ladder 100 b¢ Ladder 100 b¢ Ladder
Pozitif Kontrol Pozitif Kontrol Pozitif Kontrol Pozitif Kontrol
Negatif Kontrol Negatif Kontrol Negatif Kontrol Negatif Kontrol

01 18 30 42

02 19 31 43

03 20 32 44

04 21 33 45

05 22 34 46

06 23 35 47

07 24 36 48

08 25 37 49

09 26 38 50

10 27 39 51

11 28 40 52

12 29 41 53

13 54

14 55

15 56

16 57

17 58

Jel imaj sisteminde goriintiilenen jellere ait fotograflar Biorad ChemiDoc MP
programinda agildiktan sonra kuyucuklar (lane) isaretlenmistir. Ladder’ 1n baz ¢ifti (bg)
bakimindan bant biiyiikliikleri ve bulundugu kuyucuk numarasi girilmistir (Sekil 3.15).
Calismada 100 b¢ Ladder (Thermo Scientific, SM0321) kullanilmistir. Filogenetik
analizlerde kullanilmak iizere tiim primerlerin bantlarini iceren tablo olusturulurken

beklenen biiyiikliikteki bant varsa 1 yoksa 0 yazilmustir.
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Sekil 3.15. Bant biiyiikliikleri igsaretlenmis jel goriintiisii

3.5. Filogenetik Analizler

Elde edilen nematod popiilasyonlarinin  dendogramlarinin  olusturulmasinda
DendroUPGMA (D-UPGMA) programi kullanilmigtir (Anonim, 2018). Genetik
benzerlik ve uzakliklar Nei ve Li (1979) tarafindan onerilen program kullanilarak

hesaplanmustir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Calismada sarimsak bitkisi ve toprak oOrneklerinden izole edilen nematodlar ve
Ditylenchus dipsaci oldugu bilinen pozitif kontrol, tiir teshislerinin yapilmasi amaciyla
SSR ve SCAR markorleri ile taranmistir. Bu amagla toplam 10 adet molekiiler markor
(DitNF1 - rDNA2, PF1 - PR1, PF2 - PR2, DdpS1 - rDNA2, HO5 - HO6, 18S - 26S,
DipU F - Dipl R, DipU F - DipU R, DIT2 F - DIT2 R ve DIT5 F - DIT5 R) kullanilarak
sarimsak tarlalarindan toplanilan 58 adet nematod orneginin molekiiler taramalari
yapilmustir (Sekil 4.1 - 4.10). Jellerde verilen numaralar Cizelge 3.1° de verilen nematod
Ornegi numaralari ile aynidir. Toplam 58 adet 6rnege ait PZR firiinleri 20’ lik ve 15” lik
kuyucuklardan olusmak iizere toplam dort jelde yiiriitiilmiistiir. Tiim primerler i¢in 1.
jele 100 bg ladder, pozitif kontrol, negatif kontrol ve sirasiyla 1-17 numarali 6rnekler
yiiklenmistir. Ikinci jelde ladder ve kontrol gruplarini takiben sirasiyla 18-29 numarali
ornekler, 3. Jelde ladder ve kontrol gruplart ile sirasiyla 30-41 numarali 6rnekler,
dordiincii jelde ise ladder ve pozitif kontrol gruplariyla birlikte 42-58 numarali 6rnekler

yuritilmiistir (Sekil 4.1 - 4.10).

DitNF1 - rDNA2 primeri ile yapilan molekiiler taramalar sonucunda 58 adet 6rnekten
01, 02, 05, 06, 07, 08, 11, 12, 15, 18, 19, 21, 24, 25, 26, 27, 29, 33, 34, 37, 38, 39, 41,
42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56 ve 57 numarali 6rneklerin
Ditylenchus dipsaci nematodu oldugu saptanmistir (Sekil 4.1). Bu primere gére toplam
58 adet nematod 6rneginden 39 tanesinin D. dipsaci oldugu tespit edilmistir. Ornekler
kaynak makalelerde de belirtildigi gibi DitNF1 - rDNA2 primer seti i¢in yaklasik 263
b¢’ de bant vermistir (Subbotin ve ark., 2005). Bu 6rneklerden 01, 02, 05 ve 06
numarali 6rnekler Hatay’ dan, 07 ve 08 numarali 6rnekler Tekirdag’ dan, 11, 12 ve 16,
numarali 6rnekler Aksaray’ dan, 18, 19, 21, 54, 55, 56, 57 ve 58 numarali 6rnekler
Gaziantep’ den, 24, 25 ve 26 numarali 6rnekler Tokat’ dan, 27, 50 ve 51 numarali
ornekler Balikesir’ den, 29 numarali 6rnek Amasya’ dan, 33, 34, 37, 38, 39, 41, 42 ve
43 numarali ornekler Kastamonu’ dan, 44, 45, 46 ve 47 numarali Ornekler
Kahramanmaras’ dan, 48 ve 49 numarali 6rnekler Adiyaman ilinden ve 52 ile 53

numaral1 drnekler ise Kirklareli ilinden toplanilan numunelerdir.
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Ditylenchus DitNF1
dipsa(ierNAz|+|_[+|+|_|_|+|+|+|+|_|_|+|+|_|_|+|_|_

L PK NK i8 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

LML

Ditylenchus
dipsaci

NK 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41

L 111 4ey

ooz [ [ o | = [ - [ - |- [ole-1-1elsls] T+
dipsaci tONS2

L PK NK 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58

fem—
p—
—
-——
m—
-
-—
100 bg

Ditytenchus | binrl
enchus [ oimes - _ + + + + + + + + + + + + + + + + -

Sekil 4.1. DitNF1 - rDNA2 primeri ile yapilan molekiiler karakterizasyon
(L: 100 bg, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol)
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Subbotin ve ark. (2005) da nematod popiilasyonlarinda Ditylenchus tiirlerinin
siiflandirilmas: amaciyla DitNF1 - rDNA2 primer setini kullanarak basarili sonuclar
elde ettiklerini bildirmislerdir. Siniflandirma isleminde kullanilan bu tiire 6zgli primer
ile Ditylenchus dipsaci igin 263 b¢’ lik bantlar elde edildigini ifade etmislerdir. Yapilan
bu tez ¢alismasinda da sarimsak bitkisinden izole edilen nematodlarin 39 tanesinin
Ditylenchus dipsaci nematodu oldugu molekiiler taramalar sonucunda giivenilir bir

sekilde ortaya konmustur (Sekil 4.1).

PF1 - PRI primeri ile yapilan PZR taramasi ile elde edilen 6rneklerin % 1’ lik agaroz
jellerde goriintiilenmesi sonucunda kontrol gruplar baz alinarak Ditylenchus dipsaci
icin 327 b¢’ lik beklenen baz ¢ifti biiylikliigiinde bant veren (Marek ve ark., 2005;
Pethybridge ve ark., 2016) 39 adet 6rnek tespit edilmistir (Sekil 4.2). Yapilan taramalar
sonucunda 01, 02, 05, 06, 07, 08, 11, 12, 15, 18, 19, 21, 24, 25, 26, 27, 29, 33, 34, 37,
38, 39, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56 ve 57 numarali
orneklerin D. dipsaci oldugu saptanmistir. Bu Ornekler Hatay, Tekirdag, Aksaray,
Gaziantep, Tokat, Balikesir, Amasya, Kastamonu, Kahramanmaras, Adiyaman ve

Kirklareli illerinden alinmistir.

S 10 11 12 13 14 15 16 17|

LIEEL

Ditylenchus

dipsaci 1 = | = I
R s—————————————————————————————————————

oo, [ @ ] [ - [+ [+ - [ o] -]-J+]=+]++]-]-
Sekil 4.2. PF1 - PR1 primerine ait agaroz jel goriintiisii
(L: 100 bg, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol)
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L

Ui

Ditylenchus
dipsaci

Ditylenchus
dipsaci

Sekil 4.2. PF1 - PR1 primerine ait agaroz jel gériintiisii (Devam)
(L: 100 bg, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol)

Pethybridge ve ark. da 2016 yilinda 345 adet sarimsak 6rnegi ile yaptiklari ¢alismada,
Ditylenchus spp. tiirlerini tespit amaciyla PF1 - PRI primer setini kullanmiglardir.
Yaptiklart c¢aligmada, PZR taramalari sonucunda incelenen sarimsak Orneklerine
Ditylenchus spp.” nin % 14,1 oraninda bulasik oldugu tespit edilmistir. Morfometrik
olarak ve tiire spesifik primer seti olan PF1 - PRI primerleri ile gergeklestirilen
molekiiler taramalar sonucu inceledikleri 345 adet 6rnekten 30 tanesinin Ditylenchus
dipsaci nematodu oldugu tespit edildigi bildirilmistir. Pethybridge ve ark. (2016)
tarafindan yapilan arastirmada bu tez ¢alismasinda da oldugu gibi 6ncelikle morfolojik
ozellikler bakimindan D. dipsaci olarak segilen drnekler daha sonra sonuglarin giivenilir
olmas1 acisindan molekiiler olarak da incelenmistir. Molekiiler taramalar tiire 6zgl
primer seti (PF1 - PR1) ile gerceklestirerek bu sekilde tiir teshislerinin daha giivenilir ve
net bir sekilde yapilabildigini bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda da PF1 - PR1 primer
seti oldukga basarili bir sekilde kullanilarak, sarimsak bitkisinden elde edilen 58 adet
nematod Ornegi molekiiler olarak taranmistir. Bu nematod ornekleri oncelikli olarak
2150468 nolu TUBITAK projesi kapsaminda morfolojik 6zelliklerine gére mikroskop

altinda se¢ilmistir. Daha sonra molekiiler olarak taranarak kesin ve giivenilir sonuglar
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elde edilmistir. Bu baglamda morfolojik olarak secilen 58 adet nematod 6rneginden 39
tanesinin (01, 02, 05, 06, 07, 08, 11, 12, 15, 18, 19, 21, 24, 25, 26, 27, 29, 33, 34, 37,
38, 39, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56 ve 57) Ditylenchus
dipsaci nematodu oldugu kesin olarak tespit edilmistir (Sekil 4.2).

PF2 - PR2 primeri ile yapilan molekiiler taramalar ile 58 adet nematod drneginin agaroz
jelde goriintiilenmesi sonucunda kaynak makalede de (Marek ve ark., 2005) belirtildigi
gibi 396 b¢’ de bant profili veren 01, 02, 05, 06, 07, 08, 11, 12, 15, 18, 19, 21, 24, 25,
26, 27, 29, 33, 34, 37, 38, 39, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55,
56 ve 57 numarali 6rneklerin Ditylenchus dipsaci oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3).
Yapilan taramalar sonucunda beklenen bantin gozlendigi 01, 02, 05 ve 06 numarali
ornekler Hatay, 07 ve 08 numarali 6rnekler Tekirdag, 11, 12 ve 15, numarali 6rnekler
Aksaray, 18, 19, 21, 54, 55, 56, 57 ve 58 numarali 6rnekler Gaziantep, 24, 25 ve 26
numarali 6rnekler Tokat, 27, 50 ve 51 numarali 6rnek Balikesir, 29 numarali 6rnek
Amasya, 33, 34, 37, 38, 39, 41, 42 ve 43 numarali 6rnekler ise Kastamonu, 44, 45, 46
ve 47 numarali 6rnekler Kahramanmaras’ dan, 48 ve 49 numarali 6rnekler Adiyaman

ilinden ve 52 ile 53 numarali 6rnekler ise Kirklareli ilinden toplanmustir.

g 10 11 12 12 14 15 16 17

eeC e

e[+ [ - [ = [+ - [+]-]-J-]+l=]=]-[-~]
dipsaci

Sekil 4.3. PF2 - PR2 primeri ile yapilan molekiiler taramalar
(L: 100 bg, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol)
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PK NK 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58

Ditylenchus =
dipsaci

Sekil 4.3. PF2 - PR2 primeri ile yapilan molekiiler taramalar (devam)
(L: 100 bg, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol)

Marek ve ark. (2005) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, Ditylenchus dipsaci
nematodu i¢in tiire 6zgii primer setleri olan, PF1 - PR1, PF2 - PR2 ve 18S - 26S
primerlerinin molekiiler taramalarda basarili ve giivenilir bir sekilde kullanildig:
bildirilmistir. Calismada morfolojik tiir tespitinin her zaman dogru sonu¢ vermeyecegi,
morfolojik tespit i¢in ¢ok deneyimli olmak gerektigi ancak buna ragmen hatalar
olabilecegi bildirilirken, molekiiler tiir tespitinden morfolojik tiir tespitine gore daha
kesin ve giivenilir sonuglar elde edildigi bildirilmistir. Yaptiklar1 ¢aligmada sarimsak
bitkisinden elde edilen 6rneklerden Ditylenchus cinsi i¢inden D. dipsaci nematodunun
tir tespitini gergeklestirmislerdir. Tiire spesifik olarak gelistirilen PF1 - PR1 primeri
icin D. dipsaci nematodunda 327 b¢’ lik bant elde edildigi, PF2 - PR2 primer ¢iftinde D.
dipsaci igin 396 b¢’ lik bant gézlemlendigi ve 18S - 26S primerleri i¢in de 967 bg’ lik
bant elde edildigi bildirilmistir. D. dipsaci disindaki nematod Orneklerinde ise bant
gozlemlenmedigi ifade edilmistir. Bu tez calismasinda da kullanilan bu {i¢ primer
setiyle (PF1 - PR1, PF2 - PR2 ve 18S - 26S) benzer bant profilleri elde edilmistir.
Kastamonu, Amasya, Tokat, Aksaray, Tekirdag, Balikesir, Bursa, Hatay ve Gaziantep
illerinden toplanilan sarimsak Orneklerinden elde edilen popiilasyonlarda morfolojik

olarak tespit edilen 58 adet nematod Orneginden 39 tanesinin Ditylenchus dipsaci
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oldugu molekiiler olarak tanimlanmistir (Sekil 4.2 - Sekil 4.4). Elde edilen sonuglar
Marek ve ark. (2005)’ nin da caligmalarinda belirtildigi gibi morfolojik tiir tespitnin her
zaman tam giivenilir olmadigini, molekiiler taramalara dayal tiir teshisinin daha net ve

giivenilir sonuglar verdigini gostermistir.

18S - 26S primeri ile yapilan molekiiler taramalar sonucunda incelenen 58 adet
ornekten kontrol grup referans alinarak ve kaynak makalede belirtilen (Marek ve ark.,
2010) beklenen baz ¢ifti biiyiikliigiinde (967 bg) bant veren 39 tanesinin Ditylenchus
dipsaci oldugu belirlenmistir. Birinci jelde bant gbzlenen 01, 02, 05 ve 06 numarali
ornekler Hatay, 07 ve 08 numarali 6rnekler Tekirdag, 11, 12 ve 15 numarali 6rnekler
Aksaray illerinden, ikinci jeldeki 18, 19 ve 21 numarali 6rnekler Gaziantep, 24, 25 ve
26 numarali 6rnekler Tokat, 27 numarali 6rnek Balikesir, 29 numarali 6rnek Amasya ve
tiglincii jelde bant veren 33, 34, 37, 38, 39 ve 41 numarali 6rnekler Kastamonu’ dan
dordiincii jeldeki bant veren 42 ve 43 numarali 6rnkeler Kastamonu, 44, 45, 46 ve 47
numarali 6rnekler Kahramanmaras, 48 ve 49 numarali 6rnekler Adiyaman, 50 ve 51
numaral1 6rnekler Balikesir, 52 ve 53 numaral1 drnekler Kirklareli, 54, 55, 56, 57 ve 58

numarali 6rnekler ise Gaziantep ilinden alinmistir (Sekil 4.4).

L PK NK 01 02 O3 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17
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Sekil 4.4. 18S - 26S primer setine gore D. dipsaci olarak tanimlanan 6rnekler
(L: 100 bg, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol)
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Sekil 4.4. 18S - 26S primer setine gore D. dipsaci olarak tanimlanan 6rnekler (devam)
(L: 100 bg, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol)

Farkli bir ¢alismada, D. dipsaci sensu strico, Ditylenchus sp. B ve D. destructor
nematodlarini igeren karigik bir popiilasyonun molekiiler taramalari igin tiire spesifik
olan 18S - 26S primerleri kullanilmistir. Calisma sonucunda, D. dipsaci sensu stricto
967 bg, Ditylenchus sp. B 966 bg ve D. destructor nematodunda 1105 bg’ lik bantlar
elde edildigi bildirilmistir (Marek ve ark., 2010). Gergeklestirilen bir diger calismada
ise bakla bitkisinden elde edilen bir ¢cok nematod popiilasyonu iizerinde morfolojik ve
molekiiler taramalar yapilmistir. Taramalar1 yapilan D. dipsaci nematodunun iki farkls
tiri olan, D. dipsaci sensu stricto ve D. gigas tiirleri morfolojik incelemeler sonrasinda
molekiiler olarak D2A - D3B, TW8 - AB28 ve 18S - 26S primer setleri ile taranmistir.
Calisma sonucunda iki tiirlin molekiiler olarak ayriminin basarili ve net bir sekilde
tamamlandig1 bildirilmistir (Vovlas ve ark., 2011). Bu tez calismasinda da 18S - 26S
primer seti kullanilmig ve gilivenilir sonuglar elde edilmistir. Molekiiler olarak taramasi
gerceklestirilen 58 adet 6rnekten 967 bg’ de bant veren 39 tanesinin Ditylenchus dipsaci
nematodu oldugu net bir sekilde ortaya konmustur (Sekil 4.4).
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Incelenen nematod drneklerinin molekiiler karakterizasyonu amacryla HO5 - HO6 primer
seti ile yapilan PZR taramasi sonucunda 01, 06, 07, 11, 12, 18, 19, 21, 25, 27, 33, 37,
39, 42, 48, 51, 53, 54 ve 56 numarali 6rneklerin kaynak makalelerde de belirtildigi gibi
yaklagik 242 b¢’ de (Esquibet ve ark., 2003) bant verdigi gozlenmistir. HO5 - HO6
primeri D. dipsaci’ nin normal kin1 gostermektedir. Bu nedenle bu primer igin
beklenilen biiyiikliikkte bant veren, Hatay, Tekirdag, Aksaray, Gaziantep, Tokat,
Balikesir, Kastamonu, Adiyaman ve Kirkrlareli illerinden toplanan 19 6rnegin

Ditylenchus dipsaci’ nin normal irki oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.5).

L PK NK 01 02 03 04 05 0607 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17
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Sekil 4.5. HO5 - HO6 primerleri ile yapilan molekiiler tarama sonuglari
(L: 100 bg, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol)
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Sekil 4.5. HO5 - HO6 primerleri ile yapilan molekiiler tarama sonuglari (devam)
(L: 100 bg, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol)

Esquibet ve ark. (2003) gerceklestirdigi bir c¢alismada, 22 Ditylenchus dipsaci
popiilasyonunun tiir i¢i rk ayrimma gidilerek, normal ve giant irklarmin molekiiler
olarak ayrimi yapilmistir. Bu amagla SCAR markorleri olan ve tiire 6zgii primerler olan
HO5 - HO6 ve D09 - D10 primer setleri kullanilmistir. Calismada 19 popiilasyonun HOS
- HO6 primerleri i¢in 242 b¢’ de, D09 - D10 primerleri igin ise 198 b¢’ de bant verdigi
bildirilmistir. Diger ii¢ popiilasyonun ise bu primer setleri i¢in bant vermedigi
gozlemlenmistir ve primer setlerinin D. dipsaci nematoduna 6zgii oldugu bildirilmistir.
Calisma sonucunda bant veren 19 popiilasyonun Ditylenchus dipsaci nematodunun
normal 1rki1 oldugu, gen bankalarindaki verilerle kiyaslanarak bildirilmistir. Bu tez
caligmasinda da kullanilan HO5 - HO6 primer seti ile yapilan molekiiler karakterizasyon
sonucunda 58 nematod 6rneginden 242 b¢’ de bant elde edilen 19 tanesinin (01, 06, 07,
11,12, 18,19, 21, 25, 27, 33, 37, 39, 42, 48, 51, 53, 54 ve 56) D. dipsaci nematodunun
normal 1rk1 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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DdpS1 - rDNA2 primer seti ile yapilan molekiiler tarama sonucunda 58 adet nematod
orneginden 39 tanesinin D. dipsaci nematodu oldugu belirlenmistir (Sekil 4.6). D.
dipsaci i¢in beklenen 517 b¢’ lik biiyiikliikkte (Kerkoud ve ark., 2007) bant veren 01,
02, 05, 06, 07, 08, 11, 12, 15, 18, 19, 21, 24, 25, 26, 27, 29, 33, 34, 37, 38, 39, 41, 42,
43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56 ve 57 numarali 6rneklerin
Ditylenchus dipsaci nematodu oldugu saptanmigtir. D. dipsaci i¢in beklenen bantin
gozlendigi ornekler Hatay, Tekirdag, Aksaray, Gaziantep, Tokat, Balikesir, Amasya,

Kastamonu, Kahramanmaras, Adiyaman ve Kirklareli illerinden alinmstir.
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Sekil 4.6. DdpS1 - rDNA2 primer seti ile PZR taramalarina ait jel gortintiisii
(L: 100 bg, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol)
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Sekil 4.6. DdpS1 - rDNA2 primer seti ile PZR taramalarina ait jel goriintiisii (devam)
(L: 100 bg, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol)

Bir diger ¢alismada avrupanin farkli ilkelerinden toplanan toplam 20 adet Ditylenchus
popiilasyonu iizerinde molekiiler taramalar gergeklestirilmistir. Calismada D. dipsaci ve
D. gigas nematodlarinin molekiiler olarak farkliklari ortaya konmak istenmistir. Bu
kapsamda D. dipsaci nematodunun belirlenmesi i¢in DdpS1 - rDNAZ2 primer seti
kullanilirken, D. gigas nematodu i¢in DdpS2 - rDNA2 primerleri kullanilmistir.
Incelenen 20 popiilasyondan, DdpS1 - rDNA?2 primeri ile taramas1 gerceklestirilen 14
popiilasyonun sekiz tanesinin D. dipsaci nematodunun normal irki, alt1 tanesinin de D.
dipsaci sensu stricto tiirii oldugu bildirilmistir. D. dipsaci oldugu tespit edilen 6rneklerin
DdpS1 - rDNAZ2 primer seti igin 517 bg’ de bant verdigi bildirilmistir (Kerkoud ve ark.,
2007). Bu tez g¢alismasinda da Ditylenchus dipsaci nematodunun molekiiler tiir
teshisinde kullanilan DdpS1 - rDNA2 primer setinden kaynak makalede de belirtildigi
gibi 517’ bg lik bantlar elde edilmistir (Sekil 4.6). Incelenen 58 adet nematod

orneginden 39 tanesinin D. dipsaci oldugu molekiiler olarak tanimlanmaistir.
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DipUF - DiplR primerlerine ait jel gortntiisii Sekil 4.7° de verilen toplam 58 adet
nematod Srneginden 39 tanesinin D. dipsaci oldugu saptanmstir. Incelenen drneklerden
39’ unun (01, 02, 05, 06, 07, 08, 11, 12, 15, 18, 19, 21, 24, 25, 26, 27, 29, 33, 34, 37, 38,
39,41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56 ve 57 numarali 6rnekler)
kaynak makalede belirtilen DipUF - DiplR primer seti i¢in beklenen biiyiikliikte
yaklasik 256 bg¢’ de bant verdigi tespit edilmistir (Marek ve ark., 2010). Boylece
morfolojik teshiste Ditylenchus spp. olarak tanimlanan 58 adet nematod 6rneginden 19

tanesinin D. dipsaci nematodu olmadig1 molekiiler olarak ortaya konulmustur.
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Sekil 4.7. DipUF - Dip1R primeri ile yapilan taramalara ait PZR jel goriintiileri
(L: 100 bg, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol)
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Sekil 4.7. DipUF - Dip1R primeri ile yapilan taramalara ait PZR jel goriintiileri (Devam)
(L: 100 bg, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol)

Calismada incelenen 6rneklerden 01, 02, 05, 06, 07, 08, 11, 12, 15, 18, 19, 21, 24, 25,
26, 27, 29, 33, 34, 37, 38, 39, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55,
56 ve 57 numarali 6rneklerin DipUF - DipUR primerleri ile yapilan molekiiler
taramalar1 sonucunda Ditylenchus dipsaci nematodu oldugu goézlemlenmistir (Sekil
4.8). Bu ornekler kaynak makalede de belirtildigi gibi DipUF - DipUR primer seti i¢in
yaklasik 333 b¢’ de bant vermistir (Marek ve ark., 2010). Mikroskop altinda morfolojik
tiir teshisi yapilan 58 adet 6rnekten, DipUF - DipUR primeri ile yapilan molekiiler
taramalarda 39 tanesinin D. dipsaci oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. DipU F - DipU R primer seti ile yapilan molekiiler karakterizasyon
(L: 100 bg, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol)
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Bir bagka ¢alismada ise Marek ve ark. (2010) tarafindan Ditylenchus tiirlerine ait olan
tic farkli SCAR primeri ile molekiiler karakterizasyon gerceklestirilmistir. Calisma
neticesinde DipU F - DipU R, DipU F - Dipl R ve Des2 F - Desl R primerleri ile
yapilan molekiiler taramalar sonucunda incelenen Ditylenchus popiilasyonlarindan, 12
tanesinin Ditylenchus dipsaci sp., iki popiilasyonun Ditylenchus sp. B ve dort tanesinin
ise D. destructor nematodu oldugu bildirilmistir. Bu tez ¢aligmasinda da bu ii¢ primer
setinden DipU F - DipU R ile DipU F - Dipl R primerleri basarili bir sekilde molekiiler
taramalarda kullanilarak, 58 nematod orneginden 39 tanesinin D. dipsaci nematodu
oldugu tespit edilmistir. DipU F - DipU R primeri ile yapilan tarama sonucunda D.
dipsaci oldugu saptanan ornekler kaynak makalede de belirtildigi gibi 333 bg¢’ de bant
vermistir (Sekil 4.8). DipU F - Dipl R primeri ile gerceklestirilen molekiiler tanimlama
sonucunda da 58 adet nematod 6rneginden 39 tanesi D. dipsaci nematodu i¢in beklenen

256 be’ lik biiyiikliikte bant vermistir (Sekil 4.7).

Molekiiler taramalar1 yapilan 58 adet nematod 6rneginden DIT2F - DIT2R primer setine
gore 39 tanesinin Ditylenchus dipsaci oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.9). DIT2F -
DIT2R primer seti igin yaklasik 325 b¢’ lik biyiikliikte (Zouhar ve ark., 2007) bant
gozlenmistir. Beklenen biiyiikliikkte bant veren nematod &rnekleri Hatay (01, 02, 05 ve
06), Tekirdag (07 ve 08), Aksaray (11, 12 ve 15), Gaziantep (18, 19, 21, 54, 55, 56, 57
ve 58), Tokat (24, 25 ve 26), Balikesir (27, 50 ve 51), Amasya (29), Kastamonu (33, 34,
37, 38, 39, 41, 42 ve 43), Kahramanmaras (44, 45, 46 ve 47), Adiyaman (48 ve 49) ve

Kirklareli (52 ve 53) illerinden alinan 6rneklerdir.
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Sekil 4.9. DIT2 F - DIT2 R primerlerine ait agaroz jel goriintiisti
(L: 100 bg, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol)

DIT5F - DITSR primeri ile molekiiler taramalari tamamlanan 58 adet 6rnekten 39

tanesinin Ditylencus dipsaci oldugu saptanmistir (Sekil 4.10). incelenen 6rneklerden

yaklagik 245 bg’ lik bant gézlemlenen (Zouhar ve ark., 2007) 01, 02, 05, 06, 07, 08, 11,

12, 15, 18, 19, 21, 24, 25, 26, 27, 29, 33, 34, 37, 38, 39, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48,
50



49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56 ve 57 numarali 6rneklerin DITSF - DIT5R primerleri
bakimindan D. dipsaci oldugu belirlenmistir. D. dipsaci oldugu tespit edilen nematod
ornekleri Hatay, Tekirdag, Aksaray, Gaziantep, Tokat, Balikesir, Amasya, Kastamonu,

Kahramanmaras, Adiyaman ve Kirklareli illerinden alinmistir.
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Sekil 4.10. DIT5F - DITSR primeri ile yapilan taramalar
(L: 100 bg, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol)
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Bu tez calismasinda basarili bir sekilde kullanilan DIT2 F - DIT2 Rve DIT5 F - DITS R
primer setleri, Zouhar ve ark. tarafindan 2007 yilinda gelistirilmistir. Yirittiikleri
calismada D. dipsaci nematodu ile bulasik oldugu bilinen sarimsak bitkilerinden elde
ettikleri nematodlar1 kullanmiglardir. Calismada tasarladiklar1 alt1 adet primer setini
denemisler ancak sadece DIT2 F - DIT2 R ve DIT5 F - DIT5 R primerlerinin D. dipsaci
nematodu i¢in glivenilir bant verdigini bildirmislerdir. Calisma sonucunda DIT2 F -
DIT2 R primeri i¢in 325 b¢’ lik, DIT5 F - DIT5 R primeri igin ise 245 bg’ lik bant
profili elde edildigini ifade etmislerdir. Bu tez calismasinda da bu iki primer seti ile
benzer sonuglar gozlenmistir. Toplam 12 ilden (Kastamonu, Amasya, Tokat, Aksaray,
Tekirdag, Balikesir, Bursa, Hatay, Gaziantep, Karhamanmaras, Adiyaman ve Kirklareli)
alinan sarimsak Orneklerinden 58 tanesi morfolojik incelemelerle Ditylenchus spp.
nematodu olarak secilmistir. Ancak molekiiler tarama sonucunda incelenen 6rneklerden
sadece 39 tanesinin (01, 02, 05, 06, 07, 08, 11, 12, 15, 18, 19, 21, 24, 25, 26, 27, 29, 33,
34, 37, 38, 39, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56 ve 57)
molekiiler olarak Ditylenchus dipsaci oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.9 - 4.10).

Bu tez ¢alismasinda Ditylenchus dipsaci tiirii i¢in molekiiler taramalar1 yapilan nematod
popiilasyonlarindan elde edilen tiim primerlere ait sonuglar Cizelge 4.1’ de verilmistir.
Kullanilan molekiiler markdrlerde D. dipsaci igin beklenen biiyiikliikte bant verenlere 1,
beklenilen biiyiikliikte bant vermeyenlere 0 yazilmistir. Ayni gizelge filogenetik analiz

i¢in de kullanilmistir.

Cizelge. 4.1. Calismada incelenen nematod popiilasyonlarinin spesifik primer setleri ile
molekiiler taramalarina ait veriler

Primer
Ornekleme Ornek Ornek
Yapilan il Tog'ama No PF1 | PF2 |DdpSl |DitNF1| HO5 |DipUR| 185 |DIT5F DIT2F|DipUF
1h PR1 | PR2 |rDNA2|rDNA2| HO06 |DipUF| 26S |DIT5R|DIT2R|DiplR
Hatay 2016 01 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Hatay 2017 02 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
Hatay 2017 03 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hatay 2017 04 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hatay 2017 05 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
Hatay 2017 06 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Tekirdag 2016 07 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Tekirdag 2016 08 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
Tekirdag 2017 09 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
IAksaray 2016 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
IAksaray 2016 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Cizelge. 4.1. Caligmada test edilen nematod popiilasyonlarinin spesifik primer setleri ile
molekiiler taramalara ait veriler (devam).

. Ornek " Primer

Ornekleme | Top1am O'l'(“e

Yapilan il a NO PF1 PF2 | DdpS1 |DitNF1| HO05 Di_pU R| 18S |DIT5F|DIT2F Di_pU F

Yih PR1 PR2 |[rDNA2|rDNA2| HO06 |DipUF| 26S |DIT5R|DIT2R|DiplR

IAksaray 2016 12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
IAksaray 2016 13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
IAksaray 2016 14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
IAksaray 2016 15 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
IAksaray 2016 16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
IAksaray 2017 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gaziantep 2016 18 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Gaziantep 2016 19 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Gaziantep 2016 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gaziantep 2016 21 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Gaziantep 2016 22 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ITokat 2016 23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ITokat 2016 24 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
ITokat 2016 25 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
ITokat 2016 26 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
Balikesir 2016 27 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Bursa 2017 28 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Amasya 2017 29 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
Amasya 2017 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Amasya 2017 31 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kastamonu 2016 32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kastamonu 2016 33 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Kastamonu 2016 34 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
Kastamonu 2016 35 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kastamonu 2016 36 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kastamonu 2016 37 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Kastamonu 2016 38 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
Kastamonu 2016 39 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Kastamonu 2016 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kastamonu 2016 41 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
Kastamonu 2016 42 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Kastamonu 2016 43 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
IKahramanmarag 2016 44 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
Kahramanmaras 2016 45 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
IKahramanmarag 2016 46 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
IKahramanmarag 2016 47 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
|Adiyaman 2016 48 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
|Adiyaman 2016 49 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
Balikesir 2016 50 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
Balikesir 2016 51 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
IKirklareli 2016 52 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
IKirklareli 2016 53 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Gaziantep 2016 54 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Gaziantep 2016 55 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
Gaziantep 2016 56 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Gaziantep 2016 57 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
Gaziantep 2016 58 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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2017 yilinda yapilan bir ¢alismada (Hajihassani ve Tenuta, 2017) Kanada’ nin Manitoba
eyalatinde Ditylenchus dipsaci nematodu ilk kez tespit edilmistir. Gergeklestirilen
calismada 2015 yilinda zarar gérmiis sarimsak yumrularindan izole edilen nematodlarin
morfolojik ve morfometrik incelemeleri yapilmis, bunun sonucunda sarimsak bitkilerine
zarar veren nematodlarmm D. dipsaci oldugu bildirilmistir. Daha sonra tiire spesifik
primerlerle (Dipsaci hsp90R U831) molekiiler tarama yapildigini ve molekiiler tarama

sonucunda da kesin olarak nematod 6rneklerinin D. dipsaci’ ye ait oldugu bildirilmistir.

Jeszke ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismada, D. dipsaci, D. destructor ve D. gigas
nematodlarmin ayrimlarinin es zamanli PZR ve klasik PZR ile gergeklestirilen
molekiiler tarama sonucunda bagarili bir sekilde yapilabildigini bildirmislerdir.
Yaptiklar1 ¢alismada, sogan (Allium cepa), alev ¢icegi (Phlox paniculata) ve bakla
(Vicia faba) gibi bitkilerden elde edilen nematod popiilasyonlar1 kullanilmistir.
Gergeklestirilen ¢alismada DITuniF, DITdipR, DITgigR ve DITdesR primerleri
kullanilarak D. dipsaci nematodunun 148 bg¢, D. gigas nematodunun 270 b¢ ve D.
destructor nematodunun ise 339 bg¢’ de bant verdigi bildirilmistir. Yapilan PZR
taramalarinda biitiin nematod tiirleri ayn1 anda kullanilip her bir nematod igin farkli
biiyiikliikkte bantlar elde edildigi ve tiir ayrimimnin molekiiler olarak basarili bir sekilde
gercgeklestirildigi bildirilmistir.

Bir diger arastirmada ise Ditylenchus weischeri ve D. dipsaci nematodlarinin tiir
ayrimlarinin  yapilabilmesi i¢in tiire 0zgli primerler kullanarak PZR taramalari
gerceklestirilmistir (Madani ve ark., 2015). Arastirmacilar molekiiler taramalarda kendi
gelistirdikleri primer setlerini (U831 - L1110, U831 — Dipsaci hsp90R, U831 —
Weischeri hsp90R) kullanmislardir. Calisma sonucunda D. dipsaci ve D. weischeri

nematodlarmin ayrimlarinin basarili bir sekilde yapildig: bildirilmistir.

Bati Meksika’ da 2017 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada ise D. dipsaci
nematodunun yonca bitkisinde ilk tespiti yapilmistir (Hernandez ve ark., 2017).
Calismada PCR-RFLP teknigini kullanarak D. dipsaci netmatodunun tanimlamasini
AB28 - TW81 ve D2A - D3B primer setlerini kullanarak yapmislardir. Pozitif kontrol
olarak sarimsaktan izole edilen D. dipsaci popiilasyonlarini kullandiklarim
bildirmislerdir. PZR islemleri sonucunda Rsal ve Hinf restriksiyon enzimleri ile kesim

islemi gergeklestirildigi ve ¢alisma sonucunda yonca bitkisinden elde edilen D. dipsaci
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nematodu oldugu diistiniilen 6rneklerin pozitif kontrol grubundan elde edilen D. dipsaci
popiilasyonu ile karsilastirilmasi neticesinde yonca bitkisinden elde edilen nematodlarin
D. dipsaci nematodu oldugu ve Bati Meksikada D. dipsaci nematodunun yonca

bitkisinde ilk kez tespit edildigi bildirilmistir.

Son yillarda yapilan calismalar da gostermektedir ki, morfolojik ve morfometrik tiir
teshisleri her zaman kesin ve gilivenilir bir sonu¢ vermemektedir. Bu kapsamda yapilan
farkl1 arastirmalarda morfolojik ve morfometrik teshislerin yani sira molekiiler
taramalar da yapilarak tiir tespitlerinin daha giivenilir ve kesin bir sekilde yapilabilindigi
ifade edilmistir (Esquibet ve ark., 2003, Marek ve ark., 2010, Vovlas ve ark., 2011,
Jeszke ve ark., 2014 ve Madani ve ark., 2015).

Bu tez c¢aligmasinda da morfolojik ve morfometrik tanimlama sonucunda tiir tespiti
yapilan ve D. dipsaci oldugu diisiiniilen nematodlarin molekiiler taramalar1 yapilmis ve
morfolojik olarak D. dipsaci olarak segilen bazi nematodlarin molekiiler olarak D.

dipsaci olmadigi ortaya konulmustur.

Bu tezde 2016 ve 2017 yillarinda sarimsak tarlalarindan elde edilen 58 adet nematod
orneginin PF1-PR1, PF2-PR2, DitNF1-rDNA2, DdpS1-rDNA2, DipU-R-DipU-F,
DipU-R-Dipl-F, DIT2-R-DIT2-F, DIT5-R-DIT5-F ve 18S-26S primerleri ile yapilan
molekiiler taramalarina ait verilere dayali dendogram Sekil 4.11° de verilmistir.
Filogenetik analiz igin olusturulan dendogram incelendiginde 58 adet nematod
Orneginin iki ana gruba ayrildigr saptanmistir. Birinci grupta molekiiler taramalar
sonucu Ditylenchus dipsaci oldugu saptanan 6rnekler yer almaktadir. Bu grupta yer alan
ve tire spesifik primerlerde beklenen biiyiikliikte bant veren 58 adet nematod
orneginden 39 tanesinin (01, 02, 05, 06, 07, 08, 11, 12, 15, 18, 19, 21, 24, 25, 26, 27,
29, 33, 34, 37, 38, 39, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56 ve 57
numarali drnekler) Ditylenchus dipsaci oldugu saptanmustir. ikinci grup ise tiire spesifik
primerlerle yapilan taramalar sonucu bant vermeyen yani Ditylenchus dipsaci olmayan
ornekleri igermektedir. Dolayisiyla ikinci grupta yer alan 58 adet nematod 6rneginden
19 tanesi (03, 04, 09, 10, 13 ,14, 16, 17, 20, 22, 23, 28, 30, 31, 32, 35, 36, 40 ve 58)
Ditylenchus dipsaci degildir.
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Sekil 4.11. 2016-2017 yili sarimsaklara ait nematod Ornekleri arasindaki genetik iliskiyi

gosteren dendogram

D. dipsaci’ nin normal irklarinin ayrimiin saglanmasi i¢in kullanilan tiire spesifik HO5-
HO6 primeri ile yapilan molekiiler taramalar sonucunda elde edilen dendogram
incelendiginde birinci grupta sarimsaklara ait 58 adet nematod Grneginden beklenen
biiytikliikte (242 b¢’ de) bant veren 19 tanesinin (01, 06, 07, 11, 12, 18, 19, 21, 25, 27,
33, 37, 39, 42, 48, 51, 53, 54 ve 56) Ditylenchus dipsaci’ nin normal irki oldugu
saptanmustir (Sekil 4.12). Calismada diger primerler ile yapilan taramalar sonucunda D.
dipsaci oldugu tespit edilen 39 adet 6rnekden HO5 - HO6 primerine gére 19 tanesinin
normal 1rk oldugu tespit edilmistir. Ikinci grupta ise Ditylenchus dipsaci’ nin farkli
irklarma ait 19 adet 6rnek (02, 05, 08, 24, 26, 29, 34, 38, 41, 43, 44, 45, 46, 47, 49, 50,
52, 55 ve 57) ve Ditylenchus dipsaci olmayan 20 adet (03, 04, 08, 09, 10, 13, 14, 16, 17,
20, 22, 23, 28, 30, 31, 32, 35, 36, 40 ve 58) ornek bulunmaktadir.
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Sekil 4.12. Sarimsak tarlalarindan alinan 58 adet nematod 6rneginin H05-H06 primeri ile

yapilan taramalar1 sonucunda elde edilen dendogram
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5. SONUC

Bu tez calismasinin amact; iilkemizde sarimsak bitkisinin yogun olarak {iretimi
gerceklestirilen illerden elde edilen nematod popiilasyonlarinin ITS-rDNA dizilerine
spesifik 10 adet primer ile (DitNF1 - rDNA2, PF1 - PR1, PF2 - PR2, DdpS1 - rDNAZ2,
HO5 - HOG, 18S - 26S, DipU F - Dipl R, DipU F - DipU R, DIT2 F - DIT2 R ve DITS F
- DIT5 R) molekiiler karakterizasyonun yapilmasidir. Molekiiler tiir teshisi sonucunda
elde edilen veriler, filogenetik analiz ile genetik olarak benzerlikleri ve farkliliklar
ortaya konularak toplanilan 6rneklerin tiir teshisi yapilmistir. Yapilan bu molekiiler tiir
tespiti iilkemizde sarimsak yetistirme alanlarinda yayilis gosteren, sogan sak nematodu,
Ditylenchus dipsaci’ nin irklarinin tespiti, bu zararliya karsi alinabilecek onlemlerin
daha etkili, bilingli ve etkin bir sekilde yapilmasina yardimci olacaktir. Bundan dolay1
onemli miktarda zarara neden olan bu nematod ile etkin bir sekilde miicadele
edilebilecek ve diinya ortalamasina gére (18,09 hg/ha) diisiik olan sarimsak verimi 8,91
hg/ha degerinin iizerine ¢ikip diinya ortalamasina yaklasabilecektir.  Dolayisiyla

ekonomik kalkinmaya da katki saglanmis olunacaktir.

Tiirkiye’ de nematod ¢aligmalarinin biiyilkk kismi1 morfolojik ozelliklere gore
yapilmaktadir ve morfolojik olarak yapilan tiir tespitleri her zaman dogru sonug
vermemektedir. Sarimsak tiretimine biiylik zararlar veren bu bitki parazitinin yayilisinin
giivenilir ve net olarak bilinebilmesi i¢in molekiiler tiir tespitinin yapilmasi biiyiik 6nem
arz etmektedir. Bu baglamda bu tez ¢alismasinda da morfolojik olarak Ditylenchus spp.
olarak secilen 58 adet 6rnegin hepsinin D. dipsaci olmadigi, 39 nematod Grneginin

D. dipsaci oldugu molekiiler olarak tespit edilmistir.

Bu tez ¢aligmasinda sogan sak nematodunun tiir tespiti i¢in sarimsak liretiminin yogun
olarak gerceklestirildigi Kastamonu, Amasya, Tokat, Aksaray, Tekirdag, Balikesir,
Bursa, Hatay Gaziantep, Kahramanmaras, Adiyaman ve Kirklareli illerinden toplanilan
sarimsak Ornekleri oncelikle, 2150468 numarali TUBITAK projesi kapsaminda
morfolojik olarak incelenmistir. Morfolojik tiir tespitinde, Ditylenchus spp. oldugu
diisiiniilen 58 adet nematod 6rnegi molekiiler karakterizasyon i¢in secilmistir (Cizelge
4.1). Toplam 58 adet nematod 6rnegi, tiire spesifik olan DitNF1 - rDNA2, PF1 - PR1,
PF2 - PR2, DdpS1 - rDNAZ2, HO5 - HO6, 18S - 26S, DipU F - Dipl R, DipU F - DipU
R, DIT2 F - DIT2 R ve DIT5 F - DITS5 R primerleri ile taranmistir. Yapilan bu
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taramalarda 58 adet ornekten 39° unun D. dipsaci oldugu tespit edilmistir. Her bir
primer i¢in D. dipsaci’ de beklenen biiyiikliikte bant veren 6rnekler Hatay (01, 02, 05 ve
06), Tekirdag (07 ve 08), Aksaray (11, 12 ve 15), Gaziantep (18, 19, 21, 54, 55, 56, 57
ve 58), Tokat (24, 25 ve 26), Balikesir (27, 50 ve 51), Amasya (29), Kastamonu (33, 34,
37, 38, 39, 41, 42 ve 43), Kahramanmaras (44, 45, 46 ve 47), Adiyaman (48 ve 49),
Kurklareli (52 ve 53) illerine aittir. Ayrica HO5 - HO6 primerine ait taramalar sonucunda
incelenen orneklerin 19” unun (Hatay; 01 ve 06, Tekirdag; 07, Aksaray; 11 ve 12,
Gaziantep; 18, 19, 21, 54, 55, 56, 57 ve 58, Tokat; 25, Balikesir; 27, 50 ve 51,
Kastamonu; 33, 37, 39, 42 ve 43, Kahramanmaras; 44, 45, 46 ve 47, Adiyaman; 48 ve
49 ve Kirklareli; 52 ve 53) normal 1rk oldugu belirlenmistir.

Tez ¢alismasinda tiire spesifik primerlerle (DitNF1 - rDNA2, PF1 - PR1, PF2 - PR2,
DdpS1 - rDNA2, 18S - 26S, DipU F - Dipl R, DipU F - DipU R, DIT2 F - DIT2 R ve
DITS5 F - DITS R) gerceklestirilen molekiiler taramalarda elde edilen agaroz jel
goriintiileri sonucunda genetik benzerlik ve uzakliklar ortaya koymak i¢in dendogram
olusturulmustur. Dendogram incelendiginde 58 adet nematod 6rneginin iki ana gruba
ayrildig1 gézlemlenmistir. Birinci grupta gerceklestirilen molekiiler taramalar sonucu
D. dipsaci oldugu ortaya konan 6rnekler (01, 02, 05, 06, 07, 08, 11, 12, 15, 18, 19, 21,
24, 25, 26, 27, 29, 33, 34, 37, 38, 39, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 56 ve 57) bulunurken, ikinci grupta D. dipsaci nematodu olmayan 6rnekler (03,
04, 09, 10, 13 ,14, 16, 17, 20, 22, 23, 28, 30, 31, 32, 35, 36, 40 ve 58) yer almistir.
Dendogram incelendiginde de 58 adet nematod Orneginden molekiiler taramalar
sonucunda 39 tanesinin Ditylenchus dipsaci nematodu oldugu saptanmigtir. Morfolojik
taramalar ile D. dipsaci olarak segilen 58 nematod 6rneginden 19 tanesinin molekiiler

olarak D. dipsaci olmadig1 olusturulan dendogram sonucunda da ortaya konmustur.

HO5 - HO6 primeri D. dipsaci’ nin normal wkinin ayrimimnim saglanmasi amaciyla
kullanilmistir. HO5 - HO6 primer seti ile yapilan molekiiler tarama sonucunda elde
edilen bant profilleri neticesinde olusturulan dendogram sonucunda molekiiler
taramalar1 yapilan nematod Ornekleri iki gruba ayrilmistir. Birinci grupta yer alan 58
adet nematod 6rneginden beklenen biiylikliikte (242 bg’ de) bant veren 19 tanesinin (01,
06, 07, 11, 12, 18, 19, 21, 25, 27, 33, 37, 39, 42, 48, 51, 53, 54 ve 56) Ditylenchus

dipsaci ‘nin normal irk1 oldugu ortaya konmustur.

59



Bu tez calismasinda, molekiiler tiir teshisinde kullanilan SSR ve SCAR (DitNF1 -
rDNA2, PF1 - PR1, PF2 - PR2, DdpS1 - rDNA2, HO5 - HO6, 18S - 26S, DipU F - Dipl
R, DipU F - DipU R, DIT2 F - DIT2 R ve DIT5 F - DIT5 R) markérleri ile oldukga
basarili sonuglar elde edilmistir. Bu kapsamda, dncelikle morfolojik ve morfometrik
ozelliklere gore Ditylenchus spp. olarak segilen 58 adet nematod 6rneginden molekiiler
tiir teshisi yapilarak 39 tanesinin dokuz primer ¢ifti bakimimdan D. dipsaci oldugu, HO5
- HO6 primer setine gore ise bu 6rneklerden 19” unun D. dipsaci’ nin normal k1 oldugu
saptanmistir. Sarimsak iiretimine biiylik zarar veren nematodlarin molekiiler olarak tiir
teshisi calismalarinin yapilmasi, bu zararliya karsi alinabilecek Onlemlerin ve
miicadelenin ilk ve en 6nemli basamagini olusturmaktadir. Ayrica molekiiler teshislerin
morfolojik ve morfometrik tiir teshisi caligmalarina gore daha kesin ve giivenilir
sonuglar verdigi gozlenmistir. Bu baglamda, SSR ve SCAR markorleri ile tilkemizde
nematodlara yonelik daha sonra yapilabilecek olan tiir teshisi calismalarinda giivenilir

ve kesin sonuglar alinabilecegi ortaya konmustur.

Sonug olarak, iilkemizde su ana kadar nematod popiilasyonlarinin tiir teshisi yalnizca
morfolojik ve morfometrik kriterler géz oniine alinarak yapilmaktaydi. Ancak sadece
morfolojik gozlemler sonucunda yapilan tiir teshisi caligsmalar1 her zaman dogru ve
giivenilir sonu¢ vermemektedir. Bu tez c¢alismasinda SSR ve SCAR markorleri ile
gerceklestirilen molekiiler karakterizasyon ile morfolojik ve morfometrik tiir teshisine

gore ¢ok daha giivenilir ve kesin sonuglar elde edilmistir.
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