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Ege Bolgesi patates alanlarinda Globodera rostochiensis
Wollenweber (Tylenchida: Heteroderidae)’in molekiiler
yontemlerle saptanmasi

Molecular diagnosis of Globodera rostochiensis Wollenweber (Tylenchida:
Heteroderidae) in the potato growing areas of Aegean Region, Turkey
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Summary

DNA isolation was done by the 8 different cyst populations collected from the potato growing areas of Aegean
Region (Turkey) between 2006-2008. As a result of Multiplex PCR conducted with species-specific primer,
composing of band is observed in 435 bp as specific to Globodera rostochiensis Wollenweber (Tylenchida:
Heteroderidae). By doing PCR with rDNA2 and rDNA1.58S primers of the same sample, as a consequence of
cropping with Hinf | enzyme, in 233bp and 522bp band were confirmed as specific to G. rostochiensis. In this study,
other potato cyst nematodes, Globodera pallida Stone, 1973 was not determined. Globodera rostochiensis was
determined previously by using morphometric methods in Turkey. The identification of G. rostochiensis was

confirmed by molecular methods with this study.
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Ozet

Ege Boélgesi'nde patates alanlarindan 2006-2008 yillarinda 8 adet kist nematodu populasyonu toplanarak,
elde edilen kistlerden DNA izolasyonu yapilmistir. Tire 6zgl spesifik primerler ile gerceklestirilien Multipleks PCR
sonucunda Globodera rostochiensis Wollenweber, (Tylenchida: Heteroderidae)e 6zgiu 435 bp de bant olusumu
gdézlenmigtir. Ayni drneklerin rDNA2 ve rDNA1.58S primerleri ile PCR yapilarak Hinf | enzimi kesimi sonucunda
G. rostochiensis’e 6zgii 233bp ve 522bp.de bant verdigi tespit edilmistir. Bu galismada patates kist nematodlarindan
Globodera pallida Stone, 1973 tespit edilmemistir. Tlrkiye’de daha ©nce morfometrik yontemlerle saptanan,

G. rostochiensis’ in varligi molekiler yontemlerle de ilk defa belirlenmistir.

Anahtar s6zciikler: Patates kist nematodu, Globodera rostochiensis, patates, molekdler teshis
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Giris

Turkiye'nin hemen her yerinde yetistiriciligi yapilan patates giderek halkimizin beslenmesinde 6nem
kazanmaktadir. Turkiye'nin 6nemli tarimsal Urinleri arasinda yer alan patatesin farkli bdlgelerde
yetistiriciligi yapilabilmektedir. Turkiye genelinde 1.426.841 da alanda 4.397.711 ton patates Uretiimektedir.
izmir ilinde 118.735 da alanda 407.247 ton patates Uretimi yapilmakta olup bunun 102.000 da alaninda
357.000 ton patates iiretimiyle Odemis ilgesi dikkat cekmektedir (Anonymous, 2009).

Patateste zararli nematodlarin pek ¢odu diinyada karantina listesinde bulunmaktadir. Ozellikle
Avrupa llkeleri acisindan Globodera rostochiensis Wollenweber, 1923 ve Globodera pallida Stone, 1973
(Tylenchida: Heteroderidae) hakkinda genelge yayinlanan ve siki bir sekilde takip edilen 5 etmen
icerisinde yer almaktadir. Patateste ekonomik ©6nemde zarar yapan Patates kist nematodlari
(G. rostochiensis ve G. pallida), serin iklim boélgelerinde patates Urliniinlin ana zararllari konumundadir.
ilk defa Giiney Amerika'da Ant Daglar’'nda gériilmiis, daha sonra Avrupa, Asya (israil ve Hindistan),
Kuzey Afrika, Kanarya Adalari, Kuzey ve Orta Bati Amerika'ya yayllmistir (Winslow & Willis, 1972).
Dinyada G. rostochiensis’ in G. pallida’ ya gére daha yaygin oldugu goérilmektedir. EPPO’nun verilerine
gére Globodera spp. 65 llkede tespit edilmis olup, bunlarin timinde G. rostochiensis’ in mevcut oldugu,
bu Ulkelerin 41’inde ise G. pallida turinin de bulundugu bildiriimektedir (EPPO, 2011). Konukgu bitkisi
gibi orijini Guney Amerika olan Globodera spp.’nin 1850’li yillardan itibaren Avrupa’da mevcut oldugu
tahmin edilmekte; 20. yuzyilin baslarinda ¢odu Avrupa Ulkesinde bulundugu ve sonradan diger kitalara
yayildigi bilinmektedir (Franklin, 1951; Jones, 1970). Tohumluk patates yumrulari gelistirerek dinyaya
ihrag eden Avrupa, ikincil yayllma merkezi durumundadir (Evans & Stone, 1977). Globodera pallida ve
G. rostochiensis patatesin ekonomik acidan en 6nemli zararlilari arasinda kabul edilmekte ve birgok
Ulkenin karantina listesinde bulunmaktadir (Bates et al., 2002).

Patates kist nematodlari patates bitkilerinin koklerinde beslenerek bitkinin toprak Ustl aksaminda
zayif blylme, bodurlagsma, sararma ve erken kurumalara neden olur. Zararin blylk ¢ogunlugu yumru
agiriginda meydana gelen azalma nedeniyledir. Patates kist nematodlarinin ekonomik zarar esiginin
10 yumurta/g toprak oldugu bildiriimektedir (Phillips et al., 1991). Populasyon yogunlugu 20 yumurta/g toprak
oldugunda vyaklasik 2 t/ha Urin kaybi tespit edilmistir (Brown, 1969). Phillis (1992), Kibris'ta
G. rostochiensis’ in 20 yumurta/g toprak populasyon yogunlugunda patateste 2,2 ton/ha Urin kaybi
meydana getirdigini saptamistir. ingiltere’de Patates kist nematodlarinin neden oldugu yillik kayip, tilkenin
patates Uretiminin % 9'u kadardir. Diger Avrupa Ulkelerinde de benzer kayiplar gortlmektedir (Evans &
Rowe, 1998). Patates kist nematodlarinin zarari yildan yila, bélgeden boélgeye degismekle birlikte, zarar
goren koklerin topraktan besin maddelerini tagimasinin aksamasi nedeniyle kurak kosullarda daha fazla
gorulmektedir. Bulasma oraninin yiiksek oldugu ve patates Uretiminin de stirekli oldugu Bolivya gibi tropikal
Ulkelerde % 80’lere varan Urin kayiplari gorulmektedir (Franco et al., 1998). Dinyada Patates kist
nematodunun patates verimini ortalama %12 oraninda bir kayip olusturdugu bildiriimistir (Bates et al.,2002).

Patates kist nematodlarinin teshisi son vyillara kadar genellikle morfolojik tani yontemleri ile
yapillmakta ve bu daher iki tirin morfolojik dzellikleri ve morfometrik dlgiimlerinin birbirine yakin olmasi
nedeniyle bazen sorunlara neden olmaktadir (EPPO, 2004). Powers (2004) molekiler yontemler
kullanarak Patates kist nematodlarini tanimlamigtir. Ayrica Bulman & Marshall (1997), Fullaondo et al.
(1999), Vejl et al. (2002) patates kist nematodlarini PCR-RFLP ve tire 6zglu primerler ile tek veya
multipleks PCR kullanarak tanimlamislardir.

Tuarkiye'de Patates kist nematodlari ilk kez Bolu ili Dértdivan ilgesinde ithal tohumluk dretilen bir
tarlada bulunmus ve s6z konusu bélge karantinaya alinmistir (Enneli & Oztlirk, 1996). Ulutas (2010) Ege
Bolgesi'nde patates Uretim alanlarinda, G. rostochiensisin % 17,47 oraninda bulasik oldugunu, izmir-
Odemis ilgesinde patates retim alanlarinin % 61,70'inde bulundugunu saptamistir.
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Bu calismada Tirkiye'de patates alanlarinda bulasikhgi tespit edilen kist nematodlari PCR-RFLP
ve tlre 6zgu primerler kullanilarak tanimlanmasi amaglanmistir.

Materyal ve Yontem
Orneklerin toplanmasi ve laboratuvarda kistlerin elde edilmesi

Bu calismada 2006-2008 yillarinda izmirin Odemis (Bozdag) ilgesinde Kist nematodu ile yogun
bulasik 8 patates tarlasindan alinan toprak érneklerinden elde edilen kistler Gzerinde calisiimistir. (Cizelge
1). Arazi alaninin 20-30 farkli yerinden toprak sondasi ile toprak drnekleri alinarak pacal yapilip yaklasik 2 kg
kadar toprak, polietilen torbalar igine etiketlenerek konulmus ve buz kutusu iginde laboratuvara getirilerek
inceleninceye kadar buzdolabinda +4°C’de tutulmustur. Bitki kokleri ve toprak érneklerinde bulunan
kistlerin izolasyonunda Fenwick (1940) metodunun modifiye edilmis bicimi olan Cort cihazi kullaniimistir.
Bu amagcla aletin Uzerindeki kaba elek icine her bir 6rnekten 250 gr kurutulmamis toprak &rnegi
yerlestiriimis ve Ustten hortum yardimiyla orta basingta (6 I/da) yikanarak ve es zamanlh olarak aletin
olugundan akan sular kistlerin elde edilmesi amaciyla 850 ve 250 ym capindaki elekler Uzerine
aktariimistir. Daha sonra 250 ym c¢apindaki elek Uzerinde toplanan sizulmis topraktan, bir pisetten
puskurtilen su yardimiyla kistler, gizgilerle bolinmis sayim kagitlarina alinarak ve 20x buayitmeli
binokiler mikroskop altinda kék ve glibre pargalarindan ayrilarak toplanmistir.

Cizelge 1. 2006 ve 2008 yillarinda izmir-Odemis’te Kist nematodu populasyonlarinin elde edildigi alanlar

Kod numarasi Alindig yer

1 Subatan
Golcik
Golcik
Elmabag
Elmabag
Glindalan
Blyuk Cavdar
Bozdag

oO~NO DR WN

Molekiiler tanilama

DNA izolasyonu: Stereo binokiiler altinda toplanan kistlerden, eppondorf tiiplere her bir 6rnek igin
10 kist aktarilmis ve DNA izolasyonu Fermentas DNA izolasyon kiti kullanilarak yapilmistir.

Tiire 6zgii spesifik ve genel primerlerle molekiiler tanimlamalarin yapilmasi: Kist nematodu
orneklerinin molekiler tanimlamalarinda tirlere 6zgu spesifik primerler ve genel primerler kullaniimigtir
(Cizelge 2). PCR reaksiyonu 5ul DNA, 10x Buffer 2,5 ul, MgCl; 2,5 pl, 200 ygM dNTP 1,5 pl, her primerden
0,4 uM dan 2 pl (ITSS5 ve PITSp4 G. pallida spesifik, ITS5 ve PITSr3 G. rostochiensis spesifik, Kist
nematodlarina genel primerler rDNA2 - rDNA1.58S ), 0,2 yl Tag DNA polymerase ve ddH,O olacak
sekilde toplam 25 mikrolitrede gergeklestirilmistir.

Cizelge 2. Kist nematodu 6rneklerinin molekiler tanimlanmasinda kullanilan primerler

Primer ismi 5_- 3 sekans Kaynaklar

ITS5 5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3 White et al., 1990
PITSp4 5’ACAACAGCAATCGTCGAG & Bulman & Marshall, 1997
PITSr3 5 AGCGCAGACATGCCGCAA 3 Bulman & Marshall, 1997
rDNA2 5 TTGATTACGTCCCTGCCCTTT & Vrain, 1992

rDNA1.58S 5’ACGAGCCGAGTGATCCACCG & Szalanski' et al., 1997

PCR Doéngusu, baslangigta 94 °C de 4 da, 94 °C de 60 sn, 55°C de 60 sn, 72°C de 120 sn ve PCR
35 dongu, son olarak 72°C 10 da olacak sekilde tamamlanmistir.

157



Ege Bolgesi patates alanlarinda Globodera rostochiensis Wollenweber (Tylenchida: Heteroderidae) in molekdiler ydontemlerle saptanmasi

rDNA2-rDNA1.58S primerler kullanilarak elde edilen PCR Uriint Hinf | enzimiyle 37 °C de 3 saat
bekletilerek kesim islemi yapilmistir. Bunun igin; PCR Grtnd (10 pl), 10xBuffer (2 pl), Hinf | Kesim Enzimi
(1 pl) ve dSu (8 pl) olacak sekilde érneklerin kesimi gergeklestiriimistir.

Elektroforez: PCR durlnleri % 1,5 agaroz jel kullanilarak elektroforez edilmis ve 10 dak. etidyum
bromid c¢dzeltisinde bekletildikten sonra UV transilluminatér yardimi ile goéruntilenmis ve fotograflari
cekilmigtir.

Arastirma Sonuglari ve Tartisma

izmir ili Odemis (Bozdag) ilgesi patates tarlalarindan alinan toprak érneklerinden toplanan Kist
nematodu populasyonlari PCR-RFLP ve tire 6zgi molekiler primerler kullanilarak tanimlanmistir. Kist
nematodu populasyonlarinin tanimlanmasinda tire 6zgi spesifik ITS5 (White et al., 1990), PITSp4 ve
PITSr3 (Bulman & Marshall, 1997) primerler kullaniimasi sonucunda G. rostochiensis’e 6zgl 435 bp DNA
banti elde edilmistir (Sekil 1). Calismada patates alanlarindan alinan tim populasyonlarin
G. rostochiensis oldugu tespit edilmigtir.
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Sekil 1. Globodera rostochiensis Wollenweber’in Multipleks PCR ile PITSr3, PITSp4 primerleri ve genel primer ITS5 molekiler
teshisi, Markir (M)=100 bp (Fermentas); 6rneklerin kodlari (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8).

Kist nematodlarina genel primerlerden rDNA2 (Vrain, 1992) ve rDNA1.58S (Szalanski et al., 1997)
primerler kullaniimis ve PCR Urin0 Hinf | enzimi ile kesimi sonucunda G. rostochiensis’e 6zgli 233bp ve
522bp. de DNA bantlari elde edilmigtir (Sekil 2).
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Sekil 2. Globodera rostochiensis Wollenweber, 6rneklerin kodlari(1,2,3,4,5,6,7,8), rDNA2 -rDNA1.588S primerlerinin PCR Urinlerinin
Hinf lile kesimiyle olusan bantlar (233 bp, 522 bp). Markir (M)=100bp (Fermentas).

Molekdler duzeyde yapilan ¢ok sayida tanimlama calismalarinda G. rostochiensis ve G. pallida
turlerinin teshisinde PCR-RFLP ve tlire 6zgl primerler ile tek veya multipleks PCR kullaniimistir. Fleming
et al. (1998), yapmis olduklari ¢alismada rDNA2 ve rDNA1.58S primerlerini kullanarak PCR urinina
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Hinf I enzimi ile keserek G. rostochiensis’ e 6zgl 233bp ve 522bp’de, G. pallida’ ya ise 152bp, 233bp ve
370bp’de bant verdigini tespit etmistir.

White et al. (1990) ile Bulman & Marshall (1997) G. rostochiensis, G. pallida tanimlanmasinda
gelistirdikleri spesifik ITS5 PITSp4 ve PITSr3 primerleri degisik arastiricilar tarafindan kullaniimis ve bu
calismalarda G. rostochiensis’e 6zgu 435 bp DNA banti elde etmislerdir (Bulman & Marshall, 1997; Fullaondo
et al., 1999; Pylypenko et al., 2005; Skantar et al., 2007). Yapilan bu ¢alismalar ile izmir- Odemis (Bozdag)'te
Kist nematodu ile yodun bulagik 8 patates tarlasindan alinan toprak Orneklerinden elde edilen kistlerle
yaptigimiz bu ¢alisma sonuglari ile paralellik gdstermektedir.

Dunyada yayginlik durumuna bakildiginda G. rostochiensisin G. pallida’ya gbére daha yaygin
oldugu gorulmektedir. EPPO’nun verilerine gére Globodera spp. 65 Ulkede tespit edilmis olup, bunlarin
timinde G. rostochiensisin mevcut oldugu, bu Ulkelerin 41’inde ise G. pallida tirinin bulundugu
bildiriimektedir (EPPO, 1994). Ukrayna’da yapilan calismalarda onceleri sadece G. rostochiensis’in
mevcut oldugu (Pylypenko, 1998, 1999); daha sonra yapilan caligmada ise bulunma oranlari agisindan
G. rostochiensis’in % 95-98, G. pallida’ nin % 2-5 oldugunu bildirmislerdir (Pylypenko et al., 2005).

Yukarida belirtilen calismalara bakildiginda dinyada G. rostochiensis’ in daha yaygin oldugu
gorulmektedir. Yaptigimiz bu calismayla Turkiye'de ilk defa Kist nematodlarinda tire 6zgi ve genel
primerler ile PCR-RFLP ve PCR molekiler yontemler kullanilarak Patates Kist nematodu G. rostochiensis
tlrd teshis edilmistir.

Turkiye’yve yurt disindan 6nemli miktarlarda tohumluk patates geldigi bilinmektedir. Son yillarda ise
Ulkemizden 6zellikle yakin komsu Ulkelere 6nemli miktarlarda patates ihra¢ edilmektedir. Hem ithalatta hem
de ihrag Urinlerinde dis karantinaya titizlikle uyulmasi igin gtivenilir ve hizli sonug veren teshis yontemlerinin
pratikte bu konuda vyetkili olan Karantina Mudurlikleri ile Zirai Micadele Arastirma Enstitlsu
laboratuvarlarinda yaygin kullaniimasi biyik dnem arz etmektedir. Morfolojik teshis yontemlerinin goreceli
olarak uzun zaman almasi ve varyasyon nedeniyle birbirine yakin turlerin karigtiriima olasiliklarinin yiuksek
olmasi nedeniyle molekuler teshis yontemlerinin yerlestiriimesinde biyilk yarar vardir. Bu baglamda Patates
kist nematodlarinin teshisinde molekdler yontemlerin verimli bir sekilde arastirma alaninin yani sira i¢ ve dis
karantina ¢alismalarinda kullanilabilecedi bu ¢alisma sonucunda ortaya konulmustur. Turkiye Patates kist
nematodu faunasinin tam olarak ortaya cikariimasi igin ise Tirkiye genelinden daha fazla 6rneklerin
toplanip molekiler yontemlerle teshis edilmesi gerekmektedir.
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