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Summary

The root knot nematode (Meloidogyne chitwoodi Golden, O’Bannon, Santo et Finley, 1980) is an important
pest of potatoes throughout the world. It is in international quarantine list of many countries. This species was first
reported in Nigde and Nevsehir in 2009 Turkey. The objective of the study was to identify the species of root-knot
nematodes collected from potato fields in the province of Bitlis where potatoes are grown extensively in 2010. 16
potato tubers were found infected with the root knot nematode. Egg masses and females of root knot nematodes
were obtained using binocular stereo microscope from the infected tubers. For the morphological identification of
individuals, female vulva and second term juveniles were prepared. At the same time DNA was extracted from egg
masses of nematodes and SCAR primers (JMV1, JMV2 and JMVhapla) were used in PCR. Specific SCAR fragment
were obtained from the extracted DNA. The multiplex PCR reaction produced the 540 bp fragment for M. chitwood!.
Both the morphological and molecular methods showed that the samples were M. chitwoodi. This study was the first
to show the existence of the species in Eastern Anatolian region. The species attacks potato tubers and make them
unmarketable due to deformation, lowers the quality of potato chips and french fries for the processing industry.

Key words: Potato, root-knot nematode, Meloidogyne chitwoodi, molecular identification

Ozet

Kok ur nematodu (Meloidogyne chitwoodi Golden, O’'Bannon, Santo et Finley, 1980) diinyada patatesin en
o6nemli zararhlarindan biridir. Bircok Ulkede uluslararasi karantina listesindedir. Bu tir Turkiye’'de ilk olarak Nigde ve
Nevsehir illerinde 2009 yilinda tespit edilmigtir. Bu calismanin amaci 2010 yilinda Bitlis ilinde patatesin yaygin
yetistirilen alanlarindan toplanan patateslerden K&k ur nematodu tiriini belirlemektir. 16 patates yumrulari Kék ur
nematodu ile infekteli bulunmustur. Kék ur nematodlarinin disi ve yumurta kimeleri infekteli yumrulardan stereo
mikroskop altinda toplanmistir. Morfolojik teshis igin disi vulva ve ikinci ddnem larvalar hazirlanmigtir. Ayni zamanda
nematodlarin yumurta kiimelerinden DNA elde edilmis ve SCAR primerler (JMV1, JMV2 ve JMVhapla) PCR igin
kullaniimistir. Multipleks PCR’da M. chitwoodi igin 540 bp’de bant olusturmustur. Morfolojik ve molekiiler galismanin
her ikisinde de oOrneklerin M. chitwoodi oldugunu goéstermistir. Bu galismada Dodu Anadolu Bélgesi'nde bu tiriin
varligi gésterilmistir. Bu zararlh patates yumrularina saldirmakta ve yumrularda sekil bozukluguna sebep oldugu icin
pazar degerini dislirmekte, Sanayide cips ve patates kizartmasi olarak da isleme kalitesinin dismesine neden
olmaktadir.
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Bitlis ili patates Uretim alanlarinda Kék-ur nematodu (Meloidogyne chitwoodi Golden, O’'Bannon, Santo et Finley, 1980)'nun saptanmasi

Giris

Patates Turkiye’'nin en 6nemli tarimsal Urtnleri arasinda yer almakta ve degisik cografik alanlarda
yetistiriciligi yapilabilmektedir. Turkiye’de toplam 1.429.849 da alanda 4.613.071 ton patates Uretimi
yapilmaktadir (Anonymous, 2011). Nigde ve Nevsehir illeri patates Uretimin yogun yapildidi iki énemli
merkez olmakla birlikte Ege Bolgesi ve Dogu Anadolu Bodlgesinde de patates Uretimi
gerceklestiriimektedir. Bu kapsamda Dogu Anadolu Bdlgesi'nde Bitlis ili Ahlat ilgesi 37814 da alanda 134
255 ton Uretimi ile Glkemiz patates uretiminde dnemli bir yer teskil etmektedir (Anonymous, 2011).

Patatesin en o©nemli zararlilari arasinda gosterilen Kok-ur nematodunun patateste Ureyip
cogalabilen ¢ 6nemli tiri mevcut olup bunlar; Meloidogyne chitwoodi (Golden, O’'Bannon, Santo et
Finley, 1980), M. fallax (Karssen, 1996) ve M. hapla (Chitwood,1949) olarak bilinmektedir (Powers et al.,
2005). Kék-ur nematodu M. chitwoodi basta Kuzey ve Glney Amerika, Giney Afrika olmak Uizere birgok
Avrupa llkesinde (Belgika, Hollanda, Fransa) saptanmis olup, s6z konusu ulkeler nematodla bulasik
alanlarda patates tohumlugu vyetistiriciligini yasaklamiglardir. Nitekim, Avrupa Bitki Koruma
Organizasyonu ve Kuzey Amerika Bitki Koruma Organizasyonu (NAPPO) sertifikali tohumluk patates
yetistirilen alanlarin M. chitwoodi, M. javanicadan ari olmasini istemektedir. Bu kapsamda, M.
chitwoodinin Kuzey Amerika Bitki Koruma Organizasyonu (NAPPO) ve Avrupa Bitki Koruma
Organizasyonu’'nun (EPPO, A,) karantina listelerinde yer almaktadir (Powers et al., 2005). M. chitwoodi
patateste beslenmesi sonucunda yumrunun seklinin bozulmasina, pazar degerinin, yemeklik ve
kizartmalik kalitesinin dismesine neden olmaktadir. M. chitwoodi ile miicadele patateste zararli diger Kok
ur nematodlari M. hapla ve M fallax’a gére nematodun biyolojisi geregi daha zordur. Zira M. hapla toprak
sicakhgi 10°C ve Ustlndeki sicakliklarda ureyebilirken, M. chitwoodi 5 °C ve altindaki sicakliklarda
Ureyebilmekte hatta M. hapla’ya gdre 1-2 generasyon daha fazla vermektedir. Ayrica, M. chitwoodinin
5°C’nin altindaki toprak sicakliginda dreyebilmesi nedeniyle yumrudaki aktivitesini depo kosullarinda da
devam ettirebilmektedir (Pavlista, 2008).

Meloidogyne chitwoodi ile miicadelede toprak fumigasyonu ile uygulamada basarili sonuglar
alinabilmektedir. Ancak, s6z konusu uygulamanin insan ve gevre sagligina olan olumsuz etkileri ve
ekonomik maliyetinin yiksek olmasindan dolayi nematodla bulagik olan her bdlgede istenilen zamanda
ve istenilen etkinlik oraninda uygulanamamaktadir. Bu nedenle M. chitwoodi ile bulasik patates Uretim
alanlarinda ekim ndbeti en dnemli mucadele yontemi olarak kargimiza ¢ikmaktadir. Ancak ekim ndbeti
uygulamalari ¢ok genis bir konukgu dizisine sahip olan Kék ur nematodu poptlasyonunun ekonomik zarar
esiginin altina (1 yumurta/250 g toprak) dislirmede pek basarili olamamakta ve nematodun ayni zarari
yaptigi gorulmektedir (Brodie et al., 1993; Pscheidt, 1997). Cok genis konukgu dizisine sahip olup
bunlardan bazilari bugday, misir, havug, yonca, seker pancari, karpuz, ¢im, lahana, fasulye ve domatestir
(Nyczepir et al., 1982; Karssen, 2002).

K&k ur nematodu ile mucadelede nematodun tirinun hatta irkinin bilinmesi micadele stratejilerinin
gelistirilebilmesinde oldukga 6nemlidir. Bu kapsamda K&k ur nematodlari morfolojik ve molekiiler olarak
teshis edilebilmektedir. Morfolojik teshiste ikinci ddnem larva ve disi bireye ait morfometrik ve allometrik
teshis kriterleri esas alinmaktadir. Molekuler teshiste kesim enzimleri ve tire 6zgu primerler (SCAR)
kullanilarak tanilama yapilabilmektedir (Zijlstra, 2000; Powers et al., 2005). Bu kapsamda, lkemizde M.
chitwoodinin ig Anadolu ve Ege Bélgeleri patates (iretim alanlarinda morfolojik ve molekiiler teknikler
kullanilarak teghisi yapilmistir. (Ozarslandan et al., 2009; Devran et al., 2009; Yildiz et al., 2009; Ulutas et
al., 2011; Evlice & Bayram, 2012).

Bu calismada Bitlis ili Ahlat ilgesi patates yetistiriciligi yapilan farkh alanlardan alinan 16 Koék-ur
nematodu popllasyonunun molekiler ve morfolojik yontemlerle teshisleri yapiimistir.
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Materyal ve Yontem

Patates Uretimi yapilan Bitlis ilinde urlu gériinen patates yumrulari farkli alandan toplanan 16 adet
Kok-ur nematodu populasyonu tzerinde galisiimistir (Cizelge 1).

Gizelge 1. Orneklere ait bilgiler

KODU Ornegin alindigi yer KODU  Ornegin alindigi yer

1 Bitlis Ahlat Saka- Mescitdlizu 9 Bitlis Ahlat Saka- Sakabasi
2 Bitlis Ahlat Saka- Mescitdlizu 10 Bitlis Ahlat Saka- Sakabasi
3 Bitlis Ahlat Saka- Mescitdlizu 11 Bitlis Ahlat Saka- Sakabasi
4 Bitlis Ahlat Saka- Mescitdlizu 12 Bitlis Ahlat Saka- Sakabasi
5 Bitlis Ahlat Saka- Mescitdlizu 13 Bitlis Ahlat Saka- Sakabasi
6 Bitlis Ahlat Saka- Mescitdlizu 14 Bitlis Ahlat Saka- Sakabasi
7 Bitlis Ahlat Saka- Mescitdlizu 15 Bitlis Ahlat Saka- Sakabasi
8 Bitlis Ahlat Saka- Mescitdlizu 16 Bitlis Ahlat Saka- Sakabasi

Morfolojik teshis

Kok-ur nematodlarinin  morfolojik teshisi ikinci dénem larva ve disi bireye Uzerinden
yapilabilmektedir. Bu amagla ikinci dénem larva ve disi bireye ait preparatalar hazirlanmistir.

ikinci donem larva:

Meloidogyne chitwoodi ile infekteli patates yumrularindan nematoda ait yumurta paketleri toplanip,
yumurta paketlerinden ikinci donem larvalar elde edilmistir (Sekil 1).

Sekil 1. Meloigodyne chitwoodi ile bulagik patates yumrusu.
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Meloidogyne chitwoodi'ye ait ikinci dénem larvalar etivde 60 °C'de 5 dakika su banyosu
yaptirilarak, TAF c¢odzeltisi (7ml formalin (% 40 formaldehyd) + 2 ml triethanolamin + 91 ml saf su)
icerisinde fikse edilmistir (Hooper, 1986). Nematodlar fiksasyon isleminden sonra ¢ozelti I'de (1 kisim
gliserin ve 79 kisim saf su) 35-40 °C’de 12 saat ve gozelti II'de (5 kisim gliserin ve 95 kisim (%96)
ethanol) 40 °C’'de 3 saat bekletilerek gliserin igerisine alinarak, lam (zerinde sabitlestirilerilmis ve tir
teshisine hazir duruma getirilmistir (Seinhorst, 1959).

Disi Birey:

Disi bireyler urlu bitki koklerinden binokuler altinda pens ve bisturi yardimiyla ¢ikarilarak perineal
bolgeleri %45 laktik asit icerisinde kesilip gliserin igerisinde sureli preparatlari yapiimistir.

Meloidogyne chitwoodi'ye ait ikinci dénem larvalar ve disi bireylerin vulva bdlgesinin morfolojik
Ozellikleri kullaniimak suretiyle yapilan teshislerinde Jebson (1987) ile Karssen (2002) den faydalanilmigtir.

Molekiiler teshis
DNA izolasyonu:

Urlu yumrulardan stereo binokller altinda M. chitwoodinin yumurta paketleri cikartilarak DNA
izolasyonunda Fermentas DNA izolasyon kiti kullanilarak yapiimistir.

Multiplex PCR kullanilarak tiir teghisi

Kok-ur nematodu 6rneklerinin molekdler teshislerinde Wishart et al. (2002) tarafindan bildirilen
turlere 6zgu spesifik primerler kullanilarak multiplex PCR yapilmistir. PCR reaksiyonu 20 ng DNA, PCR
tampon c¢ozelti (2,5 mikrolitre), 2 mM MgCl,, 200 yM dNTP, her primerden 0,4 pyM (JMV1 5-
GATGGCGTGCTTTCAAC-3, JMV2 5-TTTCCCCTTATGATGTTTACCC-3, JMVhapla 5-
AAAAATCCCCTCGAAAAATCCACC-3), 1 unit Tag DNA polymerase ve ddH,0 olacak sekilde toplam 25
mikrolitrede gerceklestirilmistir. PCR Dongust, baslangigta 94 °C de 3 da, 94 °C de 30 sn, 48 °C de 30
sn, 72 °C de 120 sn ve PCR 35 dongu, son olarak 72 °C 7 da sire ile PCR reaksiyonlari yarGtdlmustir.
PCR drinleri % 1,5'luk agaroz jelde yuritildikten sonra goéruntilenmistir (Wishart et al., 2002; Adam et
al., 2007)

Arastirma Sonuglari ve Tartigma

Morfolojik Tanilama Sonuglari:

ikinci dénem larvalar ve disi bireylerin vulva bélgesinin morfolojik dzelliklerine gére yapilan teshis
sonucunda tim 6rneklerin M. chitwoodi oldugu tespit edilmigtir (Cizelge 2, Sekil 2).

Sekil 2. Meloidogyne chitwoodi'nin ikinci dénem larva ve disi bireylerin vulva bolgesi.
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Cizelge 2. Orneklere ait ikinci ddnem larva ve disilerinin dlgiim degerleri

Karakter ikinci dénem ikinci dénem Larva(Jy) Disi Disi (Karsen, 2002 )
Larva(J,) (Karsen, 2002)
n 20 20
Body length 388.29 380 +11.5
(344-419.20) (362-394)
Greatest body diameter 13.82 13.120.5
(12.80-15.20) (12.6-13.9)
Body diameter at stylet knobs 9.15
(8-9.60)
Body diameter at S-E pore 13.00 11.8+0.3
(12-14.40) (11.4-12.0)
Body diameter at anus 9.93 9.4+0.4
(8-12) (8.9-10.1)
Stylet length 12.86 9.740.3 10.90+0.25 11.84£0.3
(9.6-14.40) (9.5-10.1 (11.5-10) (11.4-12.0)
DGO 3.51 3.410.4 4.02+0.15 4.140.3
(3.2-4) (2.5-3.8 (4.5-3.5) (3.8-4.4
S-E pore to anterior end 23.66+1.68 (19.6-28.4)
(18.9-27.5) 47174
Anterior end to metacorpus 50.78+2.1 47+7.4
(43.5-55.5) (41-58)
Metacorpus length 38.86+0.65 41.4+1.8
(36.5-40.1) (37.9-42.3)
Metacorpus diameter 35.50+2.09 38.114.4
(28.5-39.5) (29.7-41.1)
Tail length 42.42 43.2+1.6
(38.40-51.20 (39.8-44.8)
Tail terminus length 10.37 10.9+0.8
(8.8-12.80) (8.9-12.0)
Anus primordium 100.91 93+8.5
(84.80-116.80) (82-109)
a 28.12 29.1+1.3
(24.95-31.10) (26.0-31.0)
b' 6.8 7.610.9
(6.14-7.46) (5.7-8.8)
c 9.16 8.810.4
(7.38-10.25) (8.1-9.5)
c' 4.11 4.610.2
(3.46-5.15) (4.2-5.0)
(S-P pore/L) X 100 18.56 18.5+0.8
(17.18-20.93) (18.0-19.1)

Molekiiler Tanilama Sonuglari

Koék-ur nematodu ile infekteli patates yumrularindan elde edilen 16 popullasyonun molekiiler

teshisinde multiplex SCAR primerleri (JMV1, JMV2, JMV hapla) kullaniimis ve M. chitwoodiye 6zgl 540
bp'de spesifik band elde edilmistir (Sekil 3.). Bitlis ili patates Uretim alanlarindan elde edilen Kok-ur
nematodu popllasyonlarinin hepsinin M. chitwoodi oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3. Meloidogyne chitwodi’ye spesifik SCAR primerlerine gére 540 bp PCR Uriinleri M-Marker (100 bp Fermentas).

Meloidogyne chitwoodinin molekiler diizeyde teshisinde JMV primerleri ile kullanilarak yapilan
¢alismalarda 540 bp’de tire spesifik band elde edildigi bildiriimektedir (Wishart et al., 2002; Adam et al.,
2007; Devran et al., 2009). S6z konusu ¢alisma sonuglari ile kendi bulgularimiz paralellik gostermek olup,
calisilan 6rneklerin morfolojik ve molekiler teshisi sonucunda 6rneklerin tamaminin Kék ur nematodu M.
chitwoodi oldugu saptanmistir. Bu ¢alisma ile bugiin NAPPO ve EPPO’nun karantina listesinde bulunan
Kok ur nematodu M. chitwoodi Bitlis ili Ahlat ilgesi patates Uretim alanlarinda ilk defa tespit edilmistir. M.
chitwoodiye Tiirkiye’de Nigde ve Nevsehirde (Ozarslandan et al., 2009; Devran et al., 2009), izmir
Odemig'te (Yildiz et al., 2009) ve Aksaray’da (Evlice & Bayram, 2012) patates iretim alanlarinda
rastlanildidi belirtiimektedir. Yukarida belirtilen arastirma sonuglarinin bulgularimizla uyumluluk gésterdigi
tespit edilmigtir.

Meloidogyne chitwoodi'nin karantina etmeni olmasindan dolayi tespit edildigi alanlarda i¢ karantina
tedbirlerinin uygulanmasi ve nematodun bulasik alanlardan temiz alanlara gegisinin engellenmesi
gerekmektedir. Zira diger Kok ur nematodlari M. fallax ve M. hapla'nin aksine misir ve bugdayin
konukgulari arasinda yer almasindan dolayi mucadelesi oldukga 6énemli ve 6nceliklidir. M. chitwoodinin
yumru ile tasinabiliyor olmasi ve yuksek tohumluk maliyetinden dolayr yemeklik olarak kullanilan
patateslerin tohumluk olarak kullaniliyor olmasindan dolayi siki karantina tedbirlerinin uygulanmasina
ihtiyac duyulmaktadir. Bu kapsamda nematodla bulasik alanlarda patates Uretiminin yasaklanmasi ve
cgiftcilerin sertifikali tohumluk kullanmasi tesvik edilmelidir.
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