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Tarkiye'nin farkl alanlarindan alinan Kok-ur
nematodu turlerinin (Meloidogyne spp.) (Nemata:
Meloidogynidae) molekuler ve morfolojik tanilama

ile belirlenmesi’
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Summary

Identification of the Root-knot nematode species (Meloidogyne spp.) (Nemata:
Meloidogynidae) collected from different parts of Turkey by moleculer and
morphological methods

The objective of this study was to identify the root-knot nematode (Meloidogyne
spp.) samples, by molecular and morphological methods that have been collected from
different regions of Turkey. The seventy-nine root-knot nematode samples were first
homogenized by inoculating susceptible tomato cultivar ‘Simita F1' with single egg
masses. Then, second stage larvae obtained from homogenized-egg masses were used
for DNA isolation. The molecular identification of the samples were conducted with
species-specific SCAR (sequence characterized amplified region) and PCR-RFLP
(polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism) markers. The
morphological identification of the samples were carried out using dissected-fixed vulva of
female and second stage larvae collected from susceptible tomatoes (homogenized
samples). Results showed that four root-knot nematode species, Meloidogyne javanica
(Treub, 1885) Chitwood, Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood,
Meloidogyne arenaria (Neal, 1889) Chitwood and Meloidogyne chitwoodi Golden,
O’Bannon, Santo et Finley, 1980 were the most common in Turkey. Of the 79 samples,
28 (35%), 22 (28%), 21 (27%), and 8 (10%) were identified molecular and morphological
methods to be M. javanica, M. incognita, M. arenaria and M. chitwoodi, respectively. It
was determined that all the samples collected from potato crop in mid-Anatolia were
belong to M. chitwoodi.
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Giris

Dinyada Koék-ur nematodlarinin 90’dan daha fazla tlrinidn tanimlandigi
(Karssen, 2002; Karssen & Moens, 2006; Palomares Rius et al., 2007),
bunlardan en yaygin olan tirlerin Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919)
Chitwood, Meloidogyne javanica (Treub, 1885) Chitwood, Meloidogyne arenaria
(Neal, 1889) Chitwood, Meloidogyne hapla Chitwood, 1949, Meloidogyne
chitwoodi Golden, O’'Bannon, Santo & Finley, 1980, Meloidogyne fallax Karssen,
1996 oldugu ve 5500°'den fazla bitki tirinde beslendigi bildiriimektedir
(Trudgill & Blok, 2001). M. incognita, M. javanica ve M. arenaria’ nin esas olarak
tropikal bolgelerde; M. chitwoodi, M. fallax ve M. hapla’ nin ise daha serin
bélgelerde bulundugu, bu tiirlerin morfolojik 6zelliklerinin birbirine benzedigi, bu
nedenle morfolojik ydntemlerle teshis etmenin zor oldugu bildiriimektedir
(Adam et al., 2007). Turkiye’de de M. arenaria, M. incognita ve M. javanica’nin
sebze alanlarinda en yaygin ve ekonomik bakimdan énemli tirler oldugu
bildirilmistir (Elekcioglu & Uygun 1994; Elekcioglu et al., 1994; Mennan & Ecevit,
1996; Kaskavalci & Onciier, 1999; Ségiit & Elekcioglu, 2000). Bu galismalarda
Kdk-ur nematodlarini teshiste morfolojik ve/veya morfometrik ydntemlerden
faydalaniimistir.

Molekuler ydntemlerden PCR kullanarak Kék-ur nematodlarinin ilk teshisi
Harris et al. (1990) tarafindan ikinci dénem larvadan mitokondriyal DNA elde
edilerek yapiimistir. Bu metodu daha sonra Powers & Harris (1993) gelistirerek,
M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M. hapla ve M. chitwoodiyi teshiste
kullanmiglardir. Cenis (1993), ikinci donem larvadan RAPD yapmis ve iki ayri
reaksiyonda tire 6zel kicik bantlar bulmus, fakat reaksiyonun yarisinda hig
bant elde edemedigini bildirmigtir. Williamson et al., (1997) ikinci dénem
larvadan spesifik SCAR primer kullanarak M. hapla ve M. chitwoodi’ yi teshis
etmigler, ancak rutin analizlerde bunun yeterli olmadidini bildirmislerdir. Zijlstra
(2000) ikinci donem larva kullanarak SCAR primerlerle M. hapla, M. chitwoodi ve
M. fallax tdrlerini teshis etmistir. Yine Zijlstra et al. (2000) ile Meng et al. (2004)
spesifik SCAR primerlerle M. incognita, M. javanica ve M. arenaria’ yi ikinci
doénem larva kullanarak teshis etmiglerdir. Powers et al., (2005) primer ve kesim
enzimleri kullanarak M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M. hapla ve
M. chitwoodi’ yi birbirinden ayirmiglardir. Adam et al. (2007) Kok-ur
nematodlarinin ekonomik énemli trlerini tek larvadan belirlemek igin molekiler
teshis anahtari olusturmuslardir.

Tuarkiye'de ise Kok-ur nematodlarinin teshisinde molekiler yéntemleri ilk
defa Devran et al. (2002), M. incognita, M. javanica, M. arenaria ve M. hapla’nin
rDNA’sinin ITS bdlgesini iceren fragmentleri PCR ile ¢cogaltarak kullanmiglardir.
ITS bolgesinin Rsal enzimi ile kesimi sonucu M. hapla’ylr diger tirlerden
ayirmiglar ve EcoRI ve BamHI enzimlerinin bu turleri ayirmakta etkisiz oldugunu
tespit etmislerdir. Bu nedenle diger tirleri ayirmada mtDNA markerleri
kullanilarak PCR sonucu elde edilen 600 bp’lik fragment Hinfl enzimi ile keserek
turleri birbirinden ayirmiglardir. Turkiye’de M. chitwoodi ilk defa Nigde ve
Nevsehir illerinde patates alanlarindan alinan patates 6rneklerinde molekiiler
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tani yéntemleri kullanilarak tespit edilmistir (Ozarslandan et al., 2009). Daha
sonra Devran et al. (2009) Nigde ili patates alanlarindan Kék-ur nematodlariyla
infekteli 12 6rnegdi morfolojik ve molekuler yontemlerle inceleyerek M. chitwoodi
oldugunu tespit etmigler ve RAPD primerler ile M. chitwoodi'nin genetik
akrabaliklarini arastirmiglardir. Yildiz et al. (2009) izmir ili Odemis iicesi'nde
patates yetistiriciligi yapilan alanlarda M. chitwoodi'nin varhdini molekiler
yontemlerle ortaya koymuslardir.

Tarkiye'de yukarida belirtildigi gibi Koék-ur nematodlarinin teshisi genellikle
morfolojik ve morfometrik yontemlerle yapilmistir. Son yillarda gelistiriimis olan
molekuler teghis yontemlerinin Tlrkiye’de Nematoloji alaninda kullanilabilmesi
ve kesin tur teshislerinin yapilabilmesine yonelik olarak bu ¢alismada Turkiye'nin
farkl alanlarindan toplanan Kok-ur nematodlari molekiler ve morfolojik
yontemlerle teshis edilmigtir.

Materyal ve Yontem

Bu calismada Kok-ur nematodu turlerini belilemek amaciyla Tuirkiye
genelinde 28 ilden toplanan 79 Kék-ur nematodu populasyonu kullaniimistir.
K&k-ur nematodlarinin toplandidi iller ve konukgulari Cizelge 1’ de verilmistir.

Kok-ur nematodlarinin saf kiiltiirlerin elde edilmesi

Calismada, toplanan Koék-ur nematodu érnekleri, Kok-ur nematodlarina
duyarli domates c¢esidi “Simita F1” koklerinde c¢ogaltiimis ve saf kiltirleri
olusturulmustur. Domates fideleri 2. gergek yaprakli doneme geldiginde otoklav
kullanilarak sterilize edilen kumlu toprak (% 80 kum, % 5 mil ve % 15 toprak)
iceren saksilara sasirtiimistir. Nematodlarin gelismesi icin 6-8 hafta bekletilip
bitkiler sokilmustir. Koklerde olusan yumurta paketleri binokiler altinda
¢ikarilarak hassas domates c¢esidine 2-4 gergek yaprak déneminde yeni domates
fidelerine birer yumurta paketi inokulasyonu yapilmis ve 60 giin bekletildikten
sonra iyi Ureyen bir tanesi alinmigtir. Kok-ur nematodu populasyonlari bu sekilde
saflastirimistir. Bu hassas domates fidelerinin koklerinde olusan Kok-ur
nematodlarinin yumurta paketleri binokuler altinda toplanmistir.

Molekiiler tanilama

DNA izolasyonu:

Saf kilttrlerde elde edilen yumurta kimelerinden ve 2. dénem larvalarindan
DNA izolasyonu, Promega DNA izolasyon kiti (Madison, Wisconsin, USA) kullanilarak
yapilmigtir.

Tiire Ozgii Primerlerle Molekiiler Tanimlamalarin Yapilmasi:

Calismaya konu olan Kok-ur nematodu oOrneklerini tlrlere 6zgi spesifik
primerler kullanilarak tanimlamak icin Cizelge 2'de belirtilen primerler ilgili
literatiirde belirtildigi gibi kullanilmistir (Zijlstra et al., 2000; Powers & Harris,
1993; Powers et al., 2005).
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Cizelge 1. Kok-ur nematodu drneklerinin toplandigi iller ve konukgu bitkileri

Ornek i Konukgu Ornek i Konukgu
Kodu Bitki Kodu Bitki
01-Cs-1 Adana Hiyar 34-SI-1 istanbul Domates
01-Cs-2 Adana Hiyar 34-SI-2 istanbul Domates
01-Cs-3 Adana Hiyar 35-Cs-1 izmir Hiyar
01-M Adana Dut 35-Sl-1 izmir Domates
01-Sn-1 Adana it tzimi 44-Sl-1 Malatya Domates
01-Fc-1 Adana incir 45-Sl-1 Manisa Domates
01-Pg-1 Adana Nar 45-SI-2 Manisa Domates
02-SI-1 Adiyaman Domates 45-Sm-1 Manisa Patlican
02-SI-2 Adiyaman Domates 33-Mc-1 Mersin Muz
05-SI-1 Amasya Domates 33-Sm-1 Mersin Patlican
05-Cs-1 Amasya Hiyar 33-Cl1 Mersin Karpuz
07-SI-1 Antalya Domates 33-Cs-1 Mersin Hiyar
07-SI-2 Antalya Domates 33-Cs-2 Mersin Hiyar
07-SI-3 Antalya Domates 33-SI-1 Mersin Domates
09-SI-1 Aydin Domates 33-SI-2 Mersin Domates
09-SI-2 Aydin Domates 33-Ca-1 Mersin Biber
09-Cs-1 Aydin Hiyar 33-Ca-2 Mersin Biber
09-Cs-2 Aydin Hiyar 48-SI-1 Mugla Domates
10-SI-1 Balikesir Domates 48-Cs-1 Mugla Hiyar
15-SI-1 Burdur Domates 50-St-1 Nevsehir  Patates
17-Sl-1 Canakkale Domates 50-St-2 Nevsehir  Patates
17-Sl-2 Canakkale Domates 51-St-1 Nigde Patates
17-SI-3 Canakkale Domates 51-St-2 Nigde Patates
19-SI-1 Corum Domates 51-St-3 Nigde Patates
21-S1-1 Diyarbakir Domates 51-St-4 Nigde Patates
Cermik
21-SI-2 Diyarbakir Bismil Domates 51-St-5 Nigde Patates
21-SI-3 DiyarbakirDikili Domates 51-St-6 Nigde Patates
21-Sl-4 Diyarbakir Cinar  Domates 52-SI-1 Ordu Domates
26-SI-1 Eskisehir Domates 52-SI-2 Ordu Domates
26-SI-2 Eskisehir Domates 55-Cs-1 Samsun Hiyar
26-Cs-1 Eskisehir Hiyar 55-Cs-2 Samsun Hiyar
27-Vv-1 G.Antep Bag 55-Cs-3 Samsun Hiyar
27-Vv-2 G.Antep Bag 57-Cs-1 Sinop Hiyar
27-0Os-1 G.Antep Zeytin 57-SI-1 Sinop Domates
31-SI-1 Hatay Domates 73-SI-1 Sirnak Domates
31-8SI-2 Hatay Domates 77-Cs-1 Yalova Hiyar
31-Cs-1 Hatay Hiyar 77-SI-1 Yalova Domates
31-Cs-2 Hatay Hiyar Mi Kontrol
32-SI-1 Isparta Domates Mj Kontrol
32-Cs-1 Isparta Hiyar

Cizelge 2. Kok-ur nematodlarinin molekdler teshisinde kullanilan primerler, dizileri ve ilgili kaynaklar

Kod no. Primer sequence 5'-3’ Kaynak

C2F3 GGTCAATGTTCAGAAATTTGTGG )
Powers & Harris, 1993

1108 TACCTTTGACCAATCACGCT

18sl.2/ GGCGATCAGATACCGCCCTAGTT

18sr2b  TACAAAGGGCAGGGACGTAAT Powers et al., 2005

Far TCGGCGATAGAGGTAAATGAC

Rar TCGGCGATAGACACTACAAACT

Fjav GGTGCGCGATTGAACTGAGC Zillstra et al., 2000
Rjav CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC '

Finc CTCTGCCCAATGAGCTGTCC

Rinc CTCTGCCCTCACATTAGG
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PCR reaksiyonu 20 ng DNA, PCR tampon c¢ozelti (2,5 mikrolitre),

2 mM MgCl,, 200 uM dNTP, her primerden 0,4 uM Primer, 1 unit Taqg DNA
polymerase ve dSu olacak sekilde toplam 25 mikrolitrede gergeklestirilmistir.
PCR Uridnleri % 2’lik agaroz jelde elektroforez yapilarak tirler ayrilmigstir.

18s1.2/18sr2b primerleri sonucu elde edilen PCR drinleri  Alu,
C2F3/1108 primerleriyle yapilan PCR Griini Dral enzimiyle 37 °C de 3 saat
bekletilerek kesim iglemi yapilmistir. Bunun igin; PCR UrGnd (10 mikrolitre),
10xBuffer (2 mikrolitre), Alul ve Dral Kesim Enzimi (1-2 mikrolitre-unit) ve dSu
(18 mikrolitre) olacak sekilde Orneklerin kesimi gerceklestiriimistir. Kesilen
ornekler % 2,5’lik agarozda ydurutilerek fotograflanmistir.

K&k-ur nematodu turlerini belirlemek igin farkli Primerlerin PCR kosullari

35 dongl

61°C (Far/Rar)

94°C 94°C 64°C (Fjav/Rjav) 72°C
120sn 30 sn 54°C (Finc/Rinc) 60sn
94°C 94°C 48°C C2F3/1108) 72°C
180sn 30 sn 48°C 18sl.2/18sr2b 120 sn
30 sn 72°C

420 sn

Morfolojik tanilama

Koék-ur nematodlarinin ikinci dénem larvalarindan tir duzeyinde teshis
edilebilmesi i¢cin bunlarin usuline gbére oldurilerek daimi preparatlarinin
yapilmasi gerekmektedir. Bu amagla yumurta paketlerinden elde edilen 2.
donem larvalar etliivde 60 °C’de 5 dakika bekletilerek oldurdlmis ve TAF
¢Ozeltisi (7 ml formalin (% 40 formaldehyd) + 2 ml triethanolamin + 91 ml saf su)
icerisinde fikse edilmistir (Hooper, 1986). Fikse edilen nematodlar Seinhorst
(1959) yontemine gore saf gliserin icerisine alinmistir. Bunun igcin nematodlar ilk
once 20 kisim ethanol (% 96), 1 kisim gliserin ve 79 kisim saf sudan meydana
gelen birinci ¢ozeltiye aktarilarak 35—40 °C’de 12 saat bekletilmistir. Daha sonra
ise 5 kisim gliserin ve 95 kisim ethanol (% 96) iceren ikinci ¢bzeltiye alinmis ve
burada da 40 °C’de 3 saat tutulduktan sonra sivi i¢erisindeki suyun tamaminin
¢ekilmesi amaciyla desikator icinde bir sire bekletilmistir. Bu sekilde saf gliserin
icerisine alinan ikinci donem Kok-ur nematodu larvalari lam (izerinde
sabitlegtirilerek, tur teshisine hazir duruma getirilmistir.

Kok-ur nematodlarinin tir ayrimlarinda énemli morfolojik kriterlerden biri
de disi bireylerin vulva-anlis kisimlarini iceren perineal bdlgeleridir. Teshiste
kullanilan disi Kdk-ur nematodu bireyleri urlu bitki kdklerinden binokuler altinda
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pens ve bisturi yardimiyla disi bireyler ¢ikarilarak perineal bdlgeleri % 45 laktik
asit igerisinde kesilip gliserin igerisinde sireli preparatlari yapilmistir.

Tlr dizeyinde teshislerde ikinci dénem larvalar ve vulva bdlgesinin

morfolojik 6zellikleri kullaniimis ve Jepson (1987) ile Karssen (2002) dan
faydalaniimistir.

Arastirma Sonuglari ve Tartisma

Molekiler Tanilama Sonuglar::

Tuarkiye'nin degisik alanlarindan elde edilen Kék-ur nematodu 6rnekleri,
molekiiler yontemlerle teshis edilmis ve dort tir, Meloidogyne incognita (Kofoid
& White, 1919), Meloidogyne arenaria (Neal, 1889), Meloidogyne javanica (Treub,
1885) ve Meloidogyne chitwoodi Golden, O’'Bannon, Santo & Finley, 1980 tespit
edilmistir. Bu ¢alismada Turkiye genelinden toplanan 79 adet Kdk-ur nematodu
populasyonundan, 19 o6rnekte M. javanica, 18 6rnekte M. arenaria, 14 6rnekte
M. incognita, ve 8 0Ornekte M. chitwoodi saptanmis olup, bulunma oranlari
sirasiyla % 24.05, % 22.78, % 17.72, % 10.13 olmustur. Bu populasyonlardan
20 (% 25.32) 6rnek molekiiler olarak tanimlanamamistir (Cizelge 3).

Kok-ur nematodlarinin teshisinde Zijilstra et al.,, (2000) tarafindan
gelistirilen tire 6zgl spesifik primerler kullanilmis, M. arenaria’ya 6zgi 420 bp
(Sekil 1), M. incognita’ya 6zgu 1200 bp (Sekil 2) ve M. javanica’ya 6zgu 670 bp
(Sekil 3) DNA bandlari elde edilmistir. Powers ve Harris (1993) tarafindan
gelistirilen C2F3 ve 1108 primerleri ile yapilan PCR ¢alismalarinda M. chitwoodi
520 bp uzunlugunda DNA bandi (Sekil 4), 18s1.2/18sr2b primerleriyle (Powers
et al., 2005) yapilan ¢alismada 636 bp uzunlugunda DNA bandi (Sekil 5) ve Alul
enzimi ile kesim sonucu 350 bp, 115 bp 85 bp ve 50 bp uzunlugunda DNA
bantlar (Sekil 7) elde edilmistir. C2F3/1108 primerleriyle yapilan PCR Grinini
Dral ile kesildiginde M. chitwoodi igin 260 bp, 120 bp, 85 bp, ve 40 bp de bant
olusturdugu tespit edilmistir (Sekil 6). Patates Orneklerinden alinan Kok-ur
nematodlarinin tamaminin M. chitwoodi_oldugu tespit edilmistir.

o 0 & NN RGN
o N N U = N N
PSS TR S SRS S EY.
¢ T 8 2283 29 824¢ 60 ¢ 0§ g f
W2 A N =S o= oA W o= N =S N W = o= o oA oa

420

Sekil 1. Meloidogyne arenaria (Neal, 1889)’ya 6zgli band (420 bp) olusturan érnekler.
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Cizelge 3. Kok-ur nematodu 6rneklerinin kodu, toplandigi iller, alindigr konukgu bitkiler ve tirleri

Ornek

Konukgu

Ornek

Konukgu

Kodu I Bitki Tor gy N Bitki ar
01-Cs-1 Adana Hiyar Mj 34-SI-1 istanbul Domates Mj*
01-Cs-2 Adana Hiyar Mj 34-SI-2 istanbul Domates  Mi*
01-Cs-3 Adana Hiyar Ma  35-Cs-1 izmir Hiyar Mi
01-M Adana Dut Ma 35-SI-1  izmir Domates  Mi
01-Sn-1 Adana it GzGm Mj  44-SI1 Malatya Domates  Ma*
01-Fc-1 Adana incir Mi 45-S|-1 Manisa Domates Ma
01-Pg-1 Adana Nar Mi 45-SI-2 Manisa Domates M;j
02-Sl-1 Adiyaman Domates ~ Mi  45-Sm-1 Manisa Patican  Ma
02-SI-2 Adiyaman Domates  Mi* 33-Mc-1  Mersin Muz Mi*
05-SI-1 Amasya Domates Ma  33-Sm-1  Mersin Patlican Mi*
05-Cs-1 Amasya Hiyar Ma 33-Cl-1  Mersin Karpuz Mj
07-SI-1 Antalya Domates Mj 33-Cs-1 Mersin Hiyar Mi
07-SI-2 Antalya Domates Ma  33-Cs-2  Mersin Hiyar Mi
07-SI-3 Antalya Domates Mj 33-SI-1 Mersin Domates Mi
09-SI-1 Aydin Domates Mj 33-SI-2 Mersin Domates M;j
09-SI-2 Aydin Domates Mj 33-Ca-1 Mersin Biber Ma
09-Cs-1 Aydin Hiyar Mi 33-Ca-2  Mersin Biber Mi
09-Cs-2 Aydin Hiyar Mj*  48-SI-1 Mugla Domates Mj
10-SI-1 Balikesir Domates Mj*  48-Cs-1  Mugla Hiyar Mj
15-Sl-1 Burdur Domates ~ Ma*  50-St-1 Nevsehir  Patates  Mc
17-SI-1 Canakkale Domates Mj 50-St-2 Nevsehir Patates Mc
17-SI-2 Canakkale Domates Mi 51-St-1 Nigde Patates Mc
17-SI-3 Canakkale Domates Ma  51-St-2 Nigde Patates Mc
19-SI-1 Corum Domates Ma*  51-St-3 Nigde Patates Mc
21-SI1 Diyarbakir ermik ~ Domates Ma  51-St-4 Nigde Patates Mc
21-8I-2 Diyarbakir Bismil Domates Mj*  51-St-5 Nigde Patates Mc
21-8SI-3 Diyarbakir Dikili Domates Mj 51-St-6 Nigde Patates Mc
21-Sl-4 Diyarbakir Cinar Domates Mj 52-SI-1 Ordu Domates  Mi*
26-SI-1 Eskisehir Domates Ma  52-SI-2 Ordu Domates  M;j
26-SI-2 Eskisehir Domates Ma  55-Cs-1 Samsun Hiyar Mj
26-Cs-1 Eskigehir Hiyar Ma  55-Cs-2  Samsun Hiyar Ma
27-Vv-1 G.Antep Bag Ma 55-Cs-3  Samsun Hiyar Ma
27-Vv-2 G.Antep Bag Mi  57-Cs-1  Sinop Hiyar Ma
27-Os-1 G.Antep Zeytin Mj*  57-SI-1 Sinop Domates  Mi*
31-SI-1 Hatay Domates Mi*  73-SI-1 Sirnak Domates  Mj*
31-SI-2 Hatay Domates Mj*  77-Cs-1 Yalova Hiyar Mj
31-Cs-1 Hatay Hiyar Mi*  77-SI-1 Yalova Domates Ma
31-Cs-2 Hatay Hiyar Mi Mi Kontrol Mi
32- SI-1 Isparta Domates Mj Mj Kontrol Mj*
32-Cs-1 Isparta Hiyar Mj*

* Molekuler olarak tanimlanmayan sadece morfolojik olarak tanimlanan populasyonlar

Ma: M. arenaria, Mi: M. incognita, Mj: M. javanica, Mc: M. chitwoodi
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Sekil 4.

330

L-94-10
1-Bd-10
L-ls-ee

ZBD-€E

L-sD-¢€

(A0 55

g-sO-le
L-80-60
L-sO-6€
L-1S-GE
L-1S-20

1S4

N
D
g =
N3

Sekil 2. Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919)'ya 6zgii band (1200 bp)

olusturan 6rnekler.

01-Sn-1
01-Cs-1
01-Cs-2
33-Cl1
33-81-2
07-Sl-1
07-8I1-3

09-SI-1

670

09-8l-2
45-51-2
48-51-1
48-Cs-1
17-81-1
77-Cs-1
32-5111
52-51-2
55-Cs-1
21-81-3
21-8l--4

Sekil 3. Meloidogyne javanica (Treub, 1885)'ya 6zgu band (670 bp) olusturan drnekler.

Qoo aaao
pur g s g o i w
Q000N 0HH
LNOAOING

520

Meloidogyne  chitwoodi  Golden,
O’Bannon, Santo & Finley, 1980
orneklerinin C2F3-1108 primerleriyle
olusturdugu bandlar (520 bp).

r.nmr.no!mggm
gagaagga
S SS280-
RoL0d00®

I06Eakbs

Sekil 5. Meloidogyne  chitwoodi  Golden,
O’Bannon, Santo & Finley, 1980
orneklerinin 18s1-18sr2b primerleriyle
olusturdugu bandlar (636 bp).
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Sekil 6. Meloidogyne chitwoodi Golden, Sekil 7. Meloidogyne chitwoodi Golden,
O’Bannon, Santo & Finley, 1980 O’Bannon, Santo & Finley, 1980 or-
orneklerinde C2F3-1108  primerlerinin neklerinde 18s1-18sr2b primerlerinin
PCR drlnlerinin Dral ile kesimiyle olu- PCR urtnlerinin  Alul ile kesimiyle
san bandlar. olusan bandlar.

Molekdler yontemlerle spesifik primerler kullanilarak yapilan analiz sonucu
M. incognita, M. arenaria ve M. javanica tirleri i¢in sirasiyla 1200 bp, 420 bp ve
670 bp uzunlugu DNA bandi elde edilmistir. Bu ¢alismada Zijlstra et al.
(2000)'nin kullanmis olduklari primerler kullaniimis ve ayni uzunlukta DNA
bantlar elde edilmigtir. S6z konusu ¢alisma ile bu proje kapsaminda elde edilen
sonuglar paralellik géstermektedir.

M. chitwoodi’'nin teshisi, C2F3 ve 1108 primer Urlnlerinin Dral enzimi ile
kesilmesi sonucu olugan bandlara gore yapilmistir (Powers & Harris, 1993). Bu
Orneklerden ayni zamanda 18s1.2 ve 18 sr2b primer Grtnleri elde edilmis ve Alul
enzimi ile kesilerek bu tirin teshisi teyit edilmistir (Powers et al., 2005).

Morfolojik Tanilama Sonuglar::

ikinci donem larvalar ve vulva bdlgesinin morfolojik 6zelliklerine gore
yapilan teshis sonucunda ise M. javanica, M. incognita, M. arenaria ve
M. chitwoodi tespit edilmistir (Cizelge 3). Toplanan 79 populasyondan 28
adedinin M. javanica, 22 adedinin M. incognita, 21 adedinin M. arenaria, ve 8
adedinin M. chitwoodi oldugu, bunlarin bulunma oranlarinin da sirasiyla % 35,
% 28, % 27 ve %10 oldudu tespit edilmigtir.

Devran et al. (2002) Meloidogyne tirlerinin teshisinde Turkiye'de ilk defa
molekiler yontemleri kullanmislar ve Akdeniz Boélgesi'nde M. incognita,
M. arenaria, M. javanica ve M. hapla’yi tespit etmislerdir. Dis karantina listesinde
bulunan M. chitwoodi Nigde ve Nevsehir illeri patates alanlarindan alinan
patates Orneklerinde molekiler tani yontemleri kullanilarak tespit edilmis ve
Tirkiye nematod faunasi igin ilk kayit olarak bildirilmistir (Ozarslandan et al.,
2009). Daha sonra Devran et al. (2009) Nigde ili patates alanlarindan
M. chitwoodi ile bulasik 12 6rnegin RAPD primerleri ile genetik akrabaliklarini
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arastirmiglardir. Yildiz et al. (2009) da izmir ili Odemis ilgesinde patates
yetistiriciligi yapilan alanlarda M. chitwoodi'nin varligini molekiler yéntemlerle
ortaya koymuslardir. Nyczepir et al. (1982), Amerika’nin Kuzey Kaliforniya,
Idaho, Nevada, Oregon ve Washington eyaletlerinde patates (Solanum
tuberosum L.) Uretim alanlarinda Meloidogyne spp.’nin yayilisini tespit etmek
icin yaptiklari calismada, survey kapsamindaki butin bolgelerde Kok-ur
nematodlarinin var oldugunu, 6érneklerin % 83’Unidn M. chitwoodi, % 11’inin
M. hapla ve % 6’sinin da her iki tlrQ icerdigini kaydetmislerdir. Bu ¢alismada da
patates alanlarinda M. chitwoodi’nin yaygin oldugu ve bu konuda yapilan
calismalarla paralellik gosterdigi belirlenmistir.

Bu calisma sonucuna goére Turkiye genelinden elde edilen 79
populasyondan, 28 adedinin M. javanica, 22 adedinin M. incognita, 21 adedinin
M. arenaria ve 8 adedinin M. chitwoodi oldugu, bunlarin bulunma oranlarinin da
sirasiyla % 35, % 28, % 27 ve %10 oldugu tespit edilmistir. Turkiye’de daha
dnce yapllan calismalarda, Enneli (1980) i¢ Anadolu Bélgesinde Koék-ur
nematodlarinin en yaygin turlerinin M. incognita (% 93), M. javanica (% 2),
M. arenaria (% 1) oldugu, Ségut & Elekcioglu (2000), Adana, Antalya, Hatay ve
icel ili sebze alanlarinda bulunan Meloidogyne tiirleri ve irklarini tespit etmek
amaciyla farkli alanlardan toplanan 38 Meloidogyne populasyonunun 21
adedinin M. javanica (% 55), 16 adedinin M. incognita (% 42), 1 adedinin
M. hapla (% 3) olarak teshis edildigi ve Meloidogyne populasyonlari arasinda en
baskin tiirin M. javanica oldugunu bildirmislerdir. Kaskavalci & Onciier (1999),
Aydin ilinin yazlik sebze yetistirilen bolgelerinde M. incognita, M. javanica ve
M. hapla’nin sirasiyla, % 80.06, % 14.49 ve % 5.45 oranlarinda yaygin
olduklarini saptamiglardir. Ercan & Elekcioglu (2009), Adana ve Mersin lllerinde
17 yabanci ot tirinde M. arenaria, M. incognita ve M. javanica’ nin sirasiyla
% 8, % 44 ve % 48 oranlarinda bulundugunu saptamislardir. Dinya genelinde
75 Ulkeden elde edilen Kok-ur nematodu populasyonlarinin % 53’nun
M. incognita, % 30'nun M. javanica, % 8'i M. arenaria, % 8'i M. hapla, % 2’sinin
M. exigua Goeldi, 1892 ve digerleri oldugu belirlenmistir (Johnson & Fassuliotis,
1984). Bu arastirma ile daha 6nce yapilan galismalardan elde edilen sonuglar
arasinda benzerlik gérilmektedir. Bu ¢alismada diger ¢alismalardan farkh olarak
M. arenaria’nin da yaygin oldugu belirlenmistir. Bu baglamda Turkiye Kok-ur
nematodu faunasinin tam olarak ortaya gikarilmasi igin daha fazla drneklerin
toplanip molekiler yéntemlerle teshis edilmesi gerekmektedir.

Ozet

Bu calismada Tirkiye Kok-ur nematodu tirlerinin saptanmasi amaciyla, farkh
alanlardan 79 adet Kok-ur nematodu populasyonu toplanarak molekiler ve morfolojik
yontemlerle teshis galismasi yapilmistir. Elde edilen Kék-ur nematodu populasyonlari bir
yumurta paketi ile hassas bir domates g¢esidi lizerinde Uretilmis, yumurta paketlerinden
elde edilen ikinci larva donemindeki bireylerinden DNA izolasyonu yapilmig, tire 6zgu
primerlerle PCR kurularak Meloidogyne tirleri teshis edilmistir. Ayni zamanda her
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populasyona ait ikinci dénem larvalarin ve hassas domates bitkilerinin kdklerinden elde
edilen disi bireylerin vulva kesitlerinden daimi preparatlar yapilarak morfolojik yéntemlerle
de teshis calismalari yapilmistir. Molekiler ve morfolojik yontemlerle yapilan teghis
sonucunda 4 turin, Meloidogyne javanica (Treub, 1885) Chitwood, Meloidogyne
incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, Meloidogyne arenaria (Neal, 1889) Chitwood,
ve Meloidogyne chitwoodi Golden, O’Bannon, Santo et Finley, 1980, lilkemizde yaygin
olarak bulundugu tespit edilmigtir. Tlrkiye genelinden elde edilen 79 Kdk-ur nematodu
populasyonundan 28 adedinin M. javanica, 22 adedinin M. incognita, 21 adedinin
M. arenaria, ve 8 adedinin de M. chitwoodi oldugu saptanmis olup, bunlarin bulunma
oranlar sirasiyla, % 35, % 28, % 27ve %10 oldugu morfolojik ve molekuler yéntemlerle
belirlenmistir. Orta Anadolu Bélgesi'ndeki patates érneklerinden elde edilen 6rneklerdeki
Kok-ur nematodlarinin tamaminin M. chitwoodi oldugu tespit edilmistir.
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