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Burdur, Isparta ve Eskisehir illerindeki ortiialti sebze
yetistiriciliginde sorun olan kdk-ur nematodlari (Meloidogyne
spp.)’mn fungal ve bakteriyel patojenlerinin belirlenmesi
iizerine arastirmalar’
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SUMMARY

Researches on determining the pathogens of root knot nematodes
causing problem in protected vegetables in Burdur, Isparta and
Eskisehir provinces

This study was conducted to determine the pathogen of root knot nematodes in Burdur,
Isparta and Eskisehir provinces during 2002-2006 where protected vegetables are
commonly produced and it is known that root knot nematodes become a problem. The main
material of the study are soil samples and juveniles and females of root knot nematodes
collected from galls of the plants as well as fungi cultures obtained from egg mass.

Soil and plant samples are collected randomly from 10% of protected vegetable production
areas in survey region. Root knot nematodes are obtained by extracting soil samples and
galls. For the identification of the species of root knot nematodes, perennial paterns of
females and second stage juveniles are used.

Meloidogyne javanica (Treub), M. incognita (Kofoid and White) and M. hapla (Chitwood)
are identified from the samples collected. Fungal isolates of Paecilomyces, Fusarium,
Aspergillus and Penicillium genuses are obtained from M. javanica and M. incognita
females and egg masses.

Among the fungi isolated, Fusarium solani, Aspergillus sp. and Penicillum sp. are
saprophytic fungi and are known not to be used in biological control studies. The other
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fungus isolated, Paecilomyces, is an important biologic agent of root knot nematodes. This
isolate is identified as P. lilacinus.

In pathogenity tests performed, the eggs of M. incognita and M. javanica pure cultures are
used and at the end of the 3rd day P. lilacinus is found to be 100% effective against these
two species.

One of the bacteria isolated was determined that killed the root knot nematodes according
to the pathogenicity test and grown in nematode. By the result of biochemical properties of
the isolate, it’s identified as Telluria chitinolytica (Pseudomonas mixta).

Key words: Vegetable, Meloidogyne, Paecilomyces lilacinus
OZET

Ortiialti sebze yetistiriciliginin yayginlastigi ve Kok-ur nematodlarinin
sorun oldugu bilinen Burdur, Isparta ve Eskisehir illerinde 2002-2006 yillar
arasinda ylriitilen bu caligmanin ana materyalini, ortii alti sebze yetistirilen
alanlardan alinan toprak ve urlu kok 6rneklerinden elde edilen Kok-ur nematodlart
disileri, 2. donem larvalar1 ile bu disiler ve yumurta paketlerinden elde edilen
fungus kiiltiirleri olusturmustur.

Toprak ve kok ornekleri, yoredeki sebze yetistirilen alanlar1 temsil edecek
sekilde sebze cesitlerine dikkat edilmeksizin ortiialt1 alanlarin en az % 10’undan
almmustir. S6zkonusu urlu kokler ve toprak drnekleri ekstraksiyona tabi tutularak
Kok-ur nematodlar1 elde edilmistir. Kok-ur nematodlarinin tiir teshisleri, urlu
koklerden elde edilen disilerden yapilan genital preparatlardan ve topraktan elde
edilen 2. donem larvalardan yararlanilarak yapilmistir.

Caligmada kapsaminda alinan Orneklerde Kok-ur nematodu tiirlerinden,
Meloidogyne javanica (Treub), M. incognita (Kofoid and White) ve M. hapla
(Chitwood) tespit edilmistir. Bu tiirlerden M. javanica ve M. incognita disileri ve
yumurta paketlerinden Paecilomyces, Fusarium, Aspergillus ve Penicillium
cinslerine ait fungal izolatlar elde edilmistir.

Elde edilen funguslardan Fusarium solani, Aspergillus sp. ve Penicillum
sp. saprofitik funguslar olup, nematodlara karsi biyolojik miicadele ¢aligsmalarinda
¢ok etkili olmadiklar1 bilinmektedir. Caligmalar sonucu izole edilen diger fungus
Paecilomyces ise bitki paraziti nematodlarina kars1 basarili aktivitesi ile dnemli bir
biyolojik miicadele fungusu oldugu bilinmektedir. Bu nedenle patojenite testleri
nematodlarla biyolojik miicadelede oldukga timitvar olan bu fungus izolati ile
yiritilmistiir. Bu izolat P.lilacinus olarak teshis edilmistir.

P. lilacinus ile yapilan patojenite denemesinde laboratuarda iiretilen saf
kiiltiirden elde edilen M. incognita ve M. javanica yumurtalar1 kullanilmis ve P.
lilacinus’un 3. giin sonunda bu iki tiire kars1 %100 oraninda etkili oldugu ortaya
konmustur.
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Elde edilen bakteri izolatlarindan birinin kék-ur nematodlar1 iizerinde
yapilan patojenite testleri sonucu nematod icerisinde gelistigi gozlenmistir. Bu
izolatinin teshis ¢alismalart sonucu biyokimyasal Ozelliklerine gore Telluria
chitinolytica (Pseudomonas mixta) oldugu belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Sebze, Meloidogyne, Paecilomyces lilacinus
GIRIS

Sebzelerde onemli zararlara neden olan Kok-ur nematodlar1 yurdumuzda
ozellikle ortiialti sebze yetistiriciliginin yaygin oldugu Akdeniz ve Ege
Bolgelerinde ekonomik onemde kayiplara neden olurken; son yillarda seraciligin
yayginlagmasiyla, kiy1r bolgelerine gecit alanlarla, mikroklima 6zelliklerine sahip
alanlarda da &nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ulkemizde yapilan
nematolojik ¢aligmalar incelendiginde farkli konukgularda 7 adet kok-ur nematodu
tiirii tespit edilmistir (Kepenekci ve ark. 2002). Koék-ur nematodlarinin neden
olduklart yillik iiriin kayiplarimin % 15 oldugu ve sebzelerde ise bu oranin %80’e
varabildigi bilinmektedir (Sasser 1986).

Meloidogyne (Kok-ur nematodlar1) cinsi 1887’de Goeldi tarafindan
Brezilya’daki kahve agaci koklerindeki gallerden M. exigua’nin elde edilmesi ve
tanimlanmasiyla ortaya ¢ikmistir. Meloidogyne cinsi 80°den fazla tiir igermektedir
(Karssen 2002). M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M. chitwoodi, M. fallax ve
M. hapla tiirleri bu cinsin %95’ini olusturmakla beraber diinya genelindeki en
yaygin tirler durumundadirlar (Adam et al. 2007). Bu tiirlerin konukgu
dagilimlarinin ¢ok genis olmasi zararlarin1 arttirmakta ve miicadelelerini
zorlagtirmaktadir. Bu tiirler yaklagik olarak 5500 bitki tiirtinii  enfekte
edebilmektedirler (Trudgill and Blok 2001).

Nematodlarla miicadelede nematisitler kullanilabilmektedir. ~Fakat
nematisitlerin ¢evre, dogal yasam ve insan sagligima olumsuz etkileri
bulunmaktadir (Stirling 1991). Ayrica uygulamalar1 da son derece pahali ve zordur.
Bu nedenlerle nematodlarla miicadelede, dogal diismanlarindan faydalanilarak
yapilan biyolojik miicadele 6nem kazanmaktadir. Biyolojik miicadele, son yillarda
yogun olarak calisilan alternetif yontemlerin basinda gelmektedir (Whitehead
1998).

Bu etmenlere kars1 kullanilan miicadele yontemlerinin bir boliimii istenilen
etkiyi saglamazken; bir boliimii de ekonomik olmamakta, ayrica insan ve cevre
sagliginda oOnemli sorunlara neden olabilmektedir. Kok-ur nematodlariyla
miicadelede halen yaygin olarak kullanilan nematisitlerin olumsuz etkileri, yeni
miicadele yontemlerinin aranmasini zorunlu kilmaktadir. Kék-ur nematodlariyla
miicadele onemli bir yer tutan ekim nobeti bitki tiirliniin simirli oldugu sera
alanlarinda uygulama imkani1 bulamamaktadir. Son yillarda solarizasyon yontemi
toprak kokenli birgok hastalik etmeniyle birlikte nematodlara da etkili bulunmus
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olup, Temmuz ve Agustos aylarinda sicakligin 30°C’nin {izerinde seyrettigi
yorelerde iireticilere 6nerilmektedir (Go¢men ve Elek¢ioglu 1996). Topragin derin
islenmesi vb. kiiltiirel Onlemler, erozyona neden olabilmekte, dayanikli bitki
secimi; bu nematodlarin genis konukc¢u dizisine sahip olmalari, ayrica 1k
olusturabilmeleri  nedeniyle yeterli etkiyi saglayamamaktadir. Kok-ur
nematodlarina karst biyolojik miicadele tiim diinyada heniiz arastirma safhasinda
olmakla birlikte oldukga timitvar goriilmektedir (Kerry 1987, Starr and Sayre 1988,
Viane and Abawi 1998, Persson and Jansson 1999). Entegre miicadele ¢alismalar
icinde 6nemli yer tutan biyolojik miicadele yontemlerinin uygulanabilmesi i¢in
oncelikle iilkede mevcut mikrobiyal ajanlarin belirlenmesi gerekmektedir.

Paecilomyces lilacinus ilk olarak Peru’da Meloidogyne incognita
yumurtalarinda tespit edilmistir. Bu fungus M. incognita yumurtalarimin fakiiltatif
parazitidir ve diger Meloidogyne tiirlerini de paraziteleyebilmektedir. (Kat1 ve
Mennan 2006). P. lilacinus izolatlar1 M. incognita yumurtalarina bulasip
yumurtadan larva ¢ikisini azaltmaktadir (Whitehead 1998).

P. lilacinus’un farkli nematod tiirlerinin yumurtalar1 tizerindeki
antagonistik etkileri in vitro kosullarda yiiriitiilen degisik arastirmalarla
incelenmigtir (Dunn et al. 1982, Holland et al. 1999, Gortari et al. 2008).

Yurdumuzda Kok-ur nematodlarinin fungal patogenleriyle ilgili bir kayda
rastlanmamakla birlikte 6nceki yillarda bazi bitki paraziti nematodlar parazitleyen
fungus tiirleri belirlenmistir (Enneli ve ark. 1994, Elek¢ioglu ve Gozel 1995,
Oztiirk ve ark. 1999). Kok-ur nematodlarmin mikrobiyal ajanlarina yonelik tek
kayit ise Dogu Akdeniz Bolgesi’nde tespit edilen bir bakteri tiirii olan Pasteuria
penetrans’tir (Elekgioglu 1995).

Bu c¢aligmaya ait bulgular ayni zamanda dogal kaynak listesinin
genisletilmesine de katkida bulunulacaktir.

MATERYAL VE METOT

Calismanin ana materyalini Eskisehir, Burdur ve Isparta illeri ortii alt1 sebze
yetistirilen alanlardan alinan toprak ve urlu kok orneklerinden elde edilen Kok-ur
nematodlar digileri ve 2. donem larvalari ile bu disiler ve yumurta paketlerinden
elde edilen fungus ve bakteri kiiltiirleri olusturmustur.

Arazi ¢calismalari

Toprak ve kok ornekleri, yoredeki sebze yetistirilen alanlar temsil edecek
sekilde mevcut seralarin en az % 10’undan ve sebze gesitlerine dikkat edilmeksizin
Kok-ur nematodlar1 yoniinden sorunlu olan alanlardan alinmistir. Her sera igin bir
ornekleme yapilmistir. Bu amagcla sebze yetistirilen seranin 10 ayr1 noktasindan 10
bitki kokii, kok civarindaki toprakla birlikte karistirilarak alinmisg ve bu karigimdan
tek bir ornek alnarak etiketlenmistir. Alman ornekler araziden laboratuvara
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gelinceye kadar buz kutularinda saklanmig ve laboratuvarda inceleme siiresince
yine +4°C’deki buzdolabinda bekletilmistir. Ornekler sebze vejetasyon doneminde,
ozellikle koklerde urlarin belirginlestigi hasada yakin donemde alinmistir.

Laboratuvar ¢calismalari

Laboratuvara getirilen urlu kokler (Blender ve Cobb elekleri kullanilarak)
ve toprak drnekleri (Elek-huni kombinasyonuyla) ekstraksiyona tabi tutularak Kok-
ur nematodlar1 elde edilmistir. Tiir teshisleri urlu koklerden elde edilen disilerin
Taylor ve Netscher (1974) yontemine gore yapilan genital preparatlarindan ve 2.
donem larvalardan yararlanilarak yapilmistir.

Fungal ve bakteriyel patojenlerin tespiti amaciyla; urlardan elde edilen
nematod disileri ve yumurta paketleri %1.5’luk su agar1 (WA) ortamina
aktarilmistir (Her petriye 10 yumurta paketi veya disi konulmustur). Bakteriler i¢cin
27°C’de 7 giin, funguslar ig¢in ise 22°C’de 1 ay siireyle inkiibasyona tabi
tutulmustur (Viaene and Abawi 1998).

Bu siirenin sonunda gelisen fungus kiiltiirleri saklanmak amaciyla misirunu
egik agar ortamina aktarilmistir. Funguslar -85°C° de mineral yag altinda uzun
stireli olarak saklanmislardir.

Su agarinda gelisen bakteriler saflastirilacak 4°C’de Niitrient agar (NA)
besiyerinde mineral yag altinda saklanmustir.

Subdekstrose agar (SDA) ortaminda gelistirilen funguslardan Paecilomyces
cinsinin teshisi Samson (1974)’e gore makroskobik ve mikroskobik o&zellikleri
gozlenerek Dr. Ayse ASKIN tarafindan yapilmistir.

Izole edilen 3 bakteriden Kok ur nematodlarina etkili bulunan bir izolatin
teshis c¢aligmalar1 i¢in oksidaz, arginine dihydrolise, 42°C ve 4°C’de gelisme,
Tween 20, casein, nisasta hidrolizi testleri yapilmistir.

Patojenite Cahismalari

Patojenite ¢alismalarinda P. lilacinus izolati M. incognita ve M. javanica
yumurtalarina karsi denenmistir. Bu amagla saf nematod kiiltlirlerinden alinmus
yumurta paketlerinden ayrilan yumurtalar %1 lik su agar1 (WA) iceren petrilere her
petriye 25 adet olacak sekilde konulmustur. Her bir yumurtaya 10 pl 10° konidi/ml
iceren P. lilacinus spor siispansiyonu mikropipet ile damlatilmistir. 4 tekerriir
olarak hazirlanan petriler 20°C’de karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Ugiincii
giin sonunda sayimlar yapilmistir. Fungal koloniler tarafindan yumurtalarin
sarilmasi enfekteli olarak siniflandirilmis ve buradan yumurta enfeksiyon yiizdesi
hesaplanmistir (Olivares-Bernabeu and Lopez-Llorca 2002).

Su agarinda gelisen bakteriler saflastirilacak 4°C’de NA besiyerinde
mineral yag altinda saklanmistir. Daha sonra steril damutik su iginde bakteri
siispansiyonu hazirlanarak yogunluk 10° hiicre/ml’ye ayarlannustir. iginde 25 adet
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ergin Meloidogyne spp. bulunan 1 ml su ile 1 ml bakteri siispansiyonu karistirilmig
ve 45 giine kadar inkube edilmis ve olii disiler icerisinde bakteri gelisimi ve
yogunlugu izlenmistir (Stirling and Wachtel 1980). Calisma sonucunda T.
chitinolytica’nin tim M. incognita erginlerinde gelistigi gorilmiistiir. Bu ¢alisma 4
tekerriirlii olarak yapilmistir.

SONUCLAR VE TARTISMA

Proje kapsaminda yapilan calismalarda 2003, 2004 ve 2005 yillarinda
Burdur, Isparta ve Eskisehir illerinde ortii alti sebze yetistiriciligi yapilan
alanlardan alinan domates, biber, hiyar ve fasulye koklerinde Meloidogyne
javanica (Treub), M. incognita (Kofoid and White), M. hapla (Chitwood) tespit
edilmistir. Proje calismalarinda tespit edilen Kok-ur nematodu tiirleri tilkemiz tarim
alanlarinda daha 6nce tespit edilen ve yaygin olan tiirlerdir.

2003 ve 2004 yili caligmalarinda tespit edilen kdk-ur nematodu disileri ve
yumurta paketlerinden Verticillium, Fusarium, Furia, Aspergillus ve Penicillium
cinslerine ait fungal parazitler izole edilmistir. S6z konusu fungal parazitlerin
saklanmasinda uygun kosullar olusturulamadigindan izolatlarin patojenisite
testlerinin yapilmas1 miimkiin olmamistir. Bu nedenle, proje kapsaminda Burdur,
Isparta ve Eskisehir illerine gidilerek ornekleme yapilan alanlardan tekrar drnekler
almmis ve mikrobiyal patojenler izole edilmistir. Elde edilen fungal patojenlerin
teshis calismalar1 sonucu Cladosporium, Alternaria ve Penicillium cinslerine ait
tirlerin yaninda Fusarium solani de elde edilmistir. Elde edilen fungal patojenlerin
saprofitik funguslar oldugu ve nematodlara kars1 biyolojik miicadele ¢alismalarinda
cok etkili olmadiklar1 bilinmektedir. Bundan dolayi elde edilen fungal patojenler ile
ilgili patojenisite ¢aligmalarina gecgilmemistir. Ayn1 donem g¢aligmalar sonucunda
Kok-ur nematodu (M. incognita) disilerinden 3 bakteri izolat1 tespit edilmis ve
Kok-ur nematodlar1 {izerinde yapilan patojenite testleri sonucu ii¢ bakteriden
birinin nematodu 6ldiirdiigii ve nematod igerisinde gelistigi gdzlenmistir.

2005 yili ¢aligmalarinda ayni bolgelerden tekrar drnekler alinmig ve elde
edilen kok-ur nematodu (Meloidogyne javanica ve M. incognita) disileri ve
yumurta paketlerinden Paecilomyces, Fusarium, Aspergillus ve Penicillium
cinslerine ait fungal izolatlar elde edilmistir.

Arazi ¢alismalar1 sonucu Meloidogyne javanica ve M.incognita disileri ve
yumurta paketlerinden elde edilen funguslardan Fusarium solani, Aspergillus sp.
ve Penicillum sp. saprofitik funguslar olup, nematodlara karsi biyolojik miicadele
caligmalarinda ¢ok etkili olmadiklar1 bilinmektedir
(http://www.lubilosa.org/techbull.htm#2-collection ~ of  insect  pathogens).
Caligmalar sonucu izole edilen diger fungus Paecilomyces ise bitki paraziti
nematodlarina kars1 basarili aktivitesi ile 6nemli bir biyolojik miicadele fungusu
oldugu bilinmektedir. Domateste M. incognita’ya karsi biyolojik miicadele ajani
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olarak oldukc¢a basarili sonuglar gostermistir (Cabanillas et al. 1989). Bu nedenle
patojenite testleri nematodlarla biyolojik miicadelede olduk¢a timitvar olan bu
fungus izolati ile yiirtitiilmiistiir. Bu izolat P. lilacinus olarak teshis edilmistir.

P. lilacinus ile yapilan patojenisite denemesinde 3. giin sonunda fungus
Meloidogyne incognita ve M. javanica yumurtalarmi %100 oraninda enfekte
etmistir (Cizelge 1). Olivares-Bernabeu ve Lopez-Llorca, bitki paraziti
nematodlarin fungal yumurta parazitleri {izerine 2002 yilinda yaptiklar ¢alismada
Pochonia chlamidosporia, Lecanicillium lecanii ve Paecilomyces lilacinus fungal
parazitlerini M. javanica yumurtalarina karst denemislerdir. P. chlamidosporia ve
L. lecanii nin degisik irklar1 48 saat sonunda %70-80 patojenisite gosterirken bu
oran P. lilacinus, i¢in % 100 olmustur. Benzer olarak P. lilacinus’un etil asetat
ekstrakti (1mg/ml) uygulamadan 24 saat sonra M. javanica larvalarinda %100
Oliime neden olmustur. Yine, P. lilacinus strain 251’in proteaz ve kitinaz enzim
uygulamalart yumurtadan ¢ikan larva sayilarini azaltmistir. M. javanica
yumurtalarina inokulasyonundan 6 giin sonra yumurtadan larva ¢ikist %69-88
oraninda azalmistir (Khan et al. 2004).

CIZELGE 1. Paecilomyces lilacinus’ un, Meloidogyne incognita ve M. javanica
yumurtalarina kargi patojenite denemeleri sonucunda gerceklesen
enfeksiyon oranlari.

Tiir Tekerriir Yumurta Enfekteli yumurta Enfeksiyon
adedi (3. giin sonunda) %
| 25 25 100
. . 1 25 25 100
M. Javanica 1l 25 25 100
v 25 25 100
| 25 25 100
M. incognita I 25 25 100
i 25 25 100
v 25 25 100

Ulkemizde 2006 yilinda P. lilacinus'un Fransiz ki ortiialt domates
yetistiriciliginde biiyiik zararlara neden olan Kok-ur nematodlarina karsi ruhsat
almis ve halen bu zararli organizma grubuna karsi dnerilmekte ve kullanilmaktadir
(Anonymous 2004).

Diinya’da yapilan ¢alismalarda bu fungus tiiriine ait ¢ok sayida izolat elde
edilmis olmakla birlikte ¢ok azi uygulamalarda istenilen basariy1 gosterebilmistir.

Calismada elde edilen fungus izolati lilkemiz icin yeni kayit niteliginde
olup Kdk-ur nematodlarindan elde edilen ilk entomopatojen fungustur. Ayrica elde
edilen bakteri tiirii de ilk kayit niteligindedir.

Calismamizda P. lilacinus’un in-vitro kosullarinda Kok-ur nematodlarina
kars1 oldukga etkili oldugu belirlenmis olup bundan sonra yapilacak ¢aligmalarda
bu fungusun sera kosullarinda da K6k ur nematodlarina karsi etkisinin belirlenmesi
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gerekmektedir. Yapilacak bu arastirmalar kimyasal miicadeleye alternatif olacak ve
organik tarimda kullanilabilecek bionematisit elde etme c¢alismalarina 11k
tutacaktir.

Bakteriyolojik ¢alismalar sonucu elde edilen bakteri izolatlarinin daha 6nce
kok ur nematodlarina karst yapilan etki denemesinde nematodlarda 6liime neden
olan bir bakteri izolatinin teshis ¢aligmalar1 sonucu biyokimyasal 6zelliklerine gore
Telluria chitinolytica (Pseudomonas mixta) oldugu belirlenmistir. Oksidaz pozitif,
arginine dihydrolise negatif, 42°C’de gelismis, 4°C’de gelisme yok, Tween 20,
casein, nisasta hidrolizi pozitif olarak sonu¢ almmustir. Spiegel et al. (2004) T.
chitinolytica’nin potansiyel kontrol ajanlarindan biri olabilecegini ancak etki
mekanizmasi {izerinde caligilmasi gerektigini bildirmistir. Ayn1 aragstirici toprakta
T. chitinolytica nn domates koklerinde kolonize olmasi sonucunda nematod
galerinde 6nemli derecede bir diisiis oldugunu da belirtmistir.

Yurdumuzda Kok-ur nematodlarinin fungal patogenleriyle ilgili bir kayda
rastlanmamakla birlikte 6nceki yillarda bazi bitki paraziti nematodlar1 parazitleyen
fungus tiirleri belirlenmistir (Enneli ve ark. 1994, Elek¢ioglu ve Gozel 1995,
Oztiirk ve ark. 1999). Kék-ur nematodlarmin mikrobiyal ajanlarina yonelik tek
kayit ise Dogu Akdeniz Bolgesi’nde tespit edilen bir bakteri tirii olan Pasteuria
penetrans’tir (Elekcioglu 1995).
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