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Tiurkiye bugday faunasi igin yeni bir tiir, Meloidogyne artiellia
(Franklin)’nin morfolojik ve molekiiler yontemlerle tanimlanmasi

Morphological and molecular identification of a new species Meloidogyne artiellia
(Franklin) on wheat fauna in Turkey
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Summary

Root-knot nematodes (Meloidogyne spp.) are among some of the most economically important plant parasitic
nematodes in the world. It is known that the nematode belong to Meloidogyne genus causes significantly crop losses
in vegetables and cereals. The root-knot nematodes, M. artiellia causes damages especially cereals, legumes and
cruciferous crops. Isolates of M. artiellia recovered from root and soil samples collected from wheat fields in 2012
growing season were firstly identified by using morphological and molecular aspects in Hatay province of Turkey. M.
artiellia was morphologically identified by using morphological features and allometric criteria of second stage juvenile
and female. Also, it was molecularly identified by using the sequences of partial mitochondrial DNA cytochrome C
oxidase subunit (COI) gene region and clearly separated from other species.
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Ozet

Kok-ur nematodlari (Meloidogyne spp.) dinyada ekonomik énem sahip bitki paraziti nematodlari arasindadir.
Meloidogyne cinsine ait nematod tlirleri sebzelerde ve tahillarda énemli oranda Uriin kayiplarina neden olduklari
bilinmektedir. Kok ur nematodu, M. artiellia 6zellikle tahillar, baklagiller ve cruciferae familyasina ait Griinlerde zarara
neden olabilmektedir. Bu ¢calismadaki M. artiellia izolatlari Turkiye'de ilk defa Hatay ili bugday ekim alanlarindan 2012
yili Uretim sezonunda toplanan toprak ve kok orneklerinden elde edilmis olup morfolojik ve molekiler olarak
tanimlamalari yapilmistir. M. artiellia, ikinci ddnem larva ve disi bireylere ait morfolojik 6zellikler ve allometrik kriterler
esas alinarak tanimlanmigtir. Ayrica, mitokondriyal DNA'nin sitokrom C oksidaz alt nitesine (COI) ait nikleotid
dizilimleri kullanilarak molekdler olarak da tanimlanmis ve diger kék ur nematodu tirlerinden bariz olarak ayrildigi
saptanmistir.

Anahtar sozciikler: Meloidogyne artiellia, morfoloji, niikleotid polimorfizmi, bugday.
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Turkiye bugday faunasi igin yeni bir tir, Meloidogyne artiellia (Franklin)’nin morfolojik ve molekiler ydontemlerle tanimlanmasi

Giris

Turkiye’de kultur bitkilerinde ariz olan bircok hastalik, zararli ve yabanci ot bulunmaktadir. Dinya
ekonomisine yillik maliyeti yaklasik 100 milyar Euro oldugu tahmin edilen bitki paraziti nematodlar, zararh
etmenler icerisinde en 6nemli grubu olusturmaktadir (Moens et al., 2009). Bitki paraziti nematolar
icerisinde de bitki kéklerinde olusturduklar irili - ufakli urlar ile karakterize edilen kok ur nematodlari
(Meloidogyne spp.) bu grubun ana zararli konumundadir. Diinyanin tropik ve subtropik iklim bélgelerinde;
koék ur nematodlarinin farkli tdrleri, irklari ve ¢ok sayida virlilent - avirlilent populasyonlarinin oldugu
bildiriimektedir (Decker & Fritzsche, 1991; Xu et al., 2001). Dinya’da Meloidogyne cinsine ait 2009 yilina
kadar tespit edilmis 97 tur bulunmaktadir (Hunt & Handoo, 2009). Turkiye’de 2011 yilina kadar
gercgeklestirilen arastirma bulgularina gére 48 farklh lokasyonda, 66 ayri konukcuda 240 bitki paraziti
nematod tird tespit edilmistir. Bu calismalar igcinde M. incognita (Chitwood), M. arenaria (Chitwood),
M. chitwoodi (Golden, O'Bannon, Santo & Finley), M. exigua (Go&ldi), M. hapla (Chitwood), M. javanica
(Chitwood), M. thamesi (Goodey) ve M. ethiopica (Whitehead) olmak Uzere toplam 8 adet kdk ur
nematodu tlru tespit edilmistir (Kepenekci, 2012; Aydinli et al., 2013).

Bugday Ulkemizin en énemli tarimsal Grinu olup, 8.5 milyon hektar ekim alaninda 19-21 milyon ton
Uretimi yapilmaktadir (Tuik, 2013). Bugday yetistiricilidinde bitki paraziti nematodlarin dinyada her yil
ortalama %7-10 oraninda Urin kaybina neden olduklari bildiriimektedir (Sasser, 1987). Dinyada
bugdayda urin kayiplarina neden olan bitki paraziti nematodlar; tohum gal nematodu, sodan sak
nematodu, kdék ur nematodu, kdk yara nematodu ve tahil kist nematodu oldugu belirtiimektedir (Nicol,
2002). Bugdayda zararli nematodlar icerisinde kok ur nematodlari énemli bir yere sahip olup, M. naasi
(Franklin) ve M. artiellia (Franklin) en yaygin bulunan turler oldugu bildirilmektedir (Sikora, 1988).
M. artiellia genis bir konukgu dizisine sahip olup, Akdeniz Havzasi’'nda tahillar (misir ve yulaf harig),
Cruciferae familyasina ait Urinler ile baklagillerde (mercimek harig) yaygin olarak bulundugu
bildiriimektedir (Kyrou, 1969; Ritter, 1972; Tobar Jiménez, 1973; DiVito & Zaccheo, 1987). Kok ur
nematodlarinin Akdeniz tiirii olarak bilinen M. artiellia Cezayir, ingiltere, Fransa, Yunanistan, italya, israil,
Suriye, Tunus ve Sibirya’da bulundugu rapor edilmistir (Greco et al., 1992 a, b; Shiabova, 1981).
M. artiellia tahillar icerisinde 6zellikle arpa (Hordeum vulgare) ve makarnalik bugdayda (Triticum durum
ve T. vulgare) zarar olusturmaktadir. M. artiellia’nin bitki kékinde kiguk urlar meydana getirdigi, iletim
demetlerinin yapisini bozdugu bdylelikle bitkide bodurluk, yapraklarda sararma ile basadinin seyrek ve
kicik olmasina neden oldugu bildiriimektedir (DiVito & Zaccheo, 1987). M. artiellia Akdeniz
Havzasr’ndaki llkelerde sirasiyla italya, ispanya, Fransa ve Yunanistan’da bugdayda énemli derecede
zarara neden oldugu ve ortalama urin kaybinin %10-12 arasinda gerceklestigi belirtiimektedir (Kyrou,
1969; Ritter, 1972; Tobar Jiménez, 1973; DiVito et al., 1987). Ozelliklede nohut ve bugday miinavebe
sisteminde verimde %80’lere varan kayiplara neden oldugu rapor edilmistir (DiVito & Greco, 1988).
M. artiellia bugdayda beslenmesi ile dogrudan zararinin yani sira hastaliklarin (Fusarium spp.) bitkiye
infeksiyonuna yardimci olmasi ile de dolayl olarak zarara neden olabilmektedir (Castillo et al., 2003).
M. artiellia’nin konukgusu oldugu kultir bitkilerinin (en yogun bugday ve nohut) agik ve genis alanlarda
Uretiminin yapiliyor olmasindan dolay! zararliya kargi micadelede en ekonomik yontemin Kkdltirel
dnlemler ve dayanikli/tolerant gesitlerin kullanimi oldugu bilinmektedir. Ulkemizde M. artiellia Usak’ta bir
nohut lokasyonunda saptanmis olmakla birlikte bugdayda tespit edildigine yonelik her hangi bir kayda
rastlanilamamistir (DiVito et al., 1994). Bu ¢alismada Hatay ili bugday alanlarindan alinan dort adet kok
ur nematodu populasyonunun morfolojik ve molekdler yontemlerle teshisi yapiimistir.
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Materyal ve Yontem

Hatay ilinde bugday alanlarindan doért farkli lokasyondan alinan kék ur nematodu populasyonu ile
calisiimistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Calismada kullanilan kék ur nematodu populasyonlarinin elde edildigi yerlere ait bilgiler

No Lokasyon Enlem Boylam Yukseklik
1 Akcurun (dogu) 36° 11' 56K 36°17' 35D 170
2 Akcurun (batr) 36° 11' 56K 36°17' 31D 149
3 Danisma 36° 11' 48K 36° 18' 20D 164
4 Kozluca - Avsuyu 36°12' 17K 36°18'12D 195

Morfolojik teghis

K6k ur nematodlarinin ikinci dénem larva (J;) ve disi bireylerine ait morfolojik karakterler ile
morfometrik élcimleri kullanilarak klasik teshisi yapilabilmektedir. Bu amagcla M. artiellia’nin ikinci ddnem
larva ve disi bireylerine ait daimi preparatlari hazirlanmistir.

ikinci dénem larva: M. artiellia ile infekteli bugday bitkisinin kdk bolgesinden nematoda ait yumurta
paketleri toplanmis, yumurta paketlerinden ise ikinci ddnem larvalar elde edilmistir. M. artiella’ya ait ikinci
dénem larvalar 65 °C’de 2 dakika su banyosu yaptirilarak, TAF gozeltisi (7ml formalin (%40 formaldehyd)
+ 2 ml triethanolamin + 91 ml saf su) igerisinde fikse edilmistir (Hooper, 1986). Nematodlar fiksasyon
isleminden sonra ¢dzelti 1’de (1 kisim gliserin ve 79 kisim saf su) 35-40 °C’'de 12 saat ve gozelti 2'de (5
kisim gliserin ve 95 kisim (%96) ethanol) 40 °C’de 3 saat bekletilip gliserin icerisine alinmig ve en son lam
Uzerinde sabitlestirilerek tir teshisine hazir duruma getirilmistir (Seinhorst, 1959).

Disi Birey: M. artiellia ile infekteli bugday koklerinden toplanan yumurta paketlerinden binokiler
altinda disi bireyler pens yardimiyla elde edilmistir. M. artiellia’'ya ait disi bireylerin daimi preperatlari
Hartman & Sasser (1985) tarafindan gelistirimis olan “Perineal Orneklerin Preperasyon Yéntemi”
kullanilarak hazirlanmistir. Bu amagla, disilerin vulval kesitleri %45 ‘lik laktik asit icerinde kesilerek,
gliserin igerisinde slirekli preparatlari yapilmistir.

Meloigodyne artiellia’ya ait ikinci ddnem larva ve disi bireylerin morfolojik 6zellikleri ve allometrik
kriterler esas alinarak klasik teshisleri yapilmistir. Meloigodyne artiellia’nin klasik teshisleri Erica &
Venette (2004)’'den faydalanilarak gerceklestirilmistir.

Molekiiler teshis

Kok ur nematodlarinin klasik teshisinde kullanilan morfolojik karakterlerin bazi tlrlerde bir birine
¢ok yakin olmasi, teshisin deneyim gerektirmesi ve zaman almasi nedeniyle klasik teshis sonuglarin
molekiler bulgularla desteklenmesi istenmektedir. M. artiellia’'nin bir diger kok ur nematodu tiri M.
graminicola (Golden & Birchfield) ile morfolojik karakterlerinin benzerlik gosterdigi bilinmekte olup, bu
amagcla g¢alismadaki kok ur nematodu populasyonlarina ait mitokondriyal DNA'nin sitokrom C oksidaz alt
Unitesinin (COI) nukleotid dizilimleri kullanilarak tur teshisleri gerceklestirilmistir.

DNA izolasyonu: DNA izolasyonu Waeyenberge et al. (2000)'nin tek larvadan DNA elde etme
protokoll esas alinarak gergeklestiriimistir. Bu metoda gore igerisinde 25 ul ddH,O bulunan PCR tlpteki
(0.2 ml) 6-8 larva lizerine 25 yl WLB (+) ilave edilmistir. Karisim 65°C’de 1.5 saat ardindan 99°C’de 5dk
thermocycle’de inkiibe edilerek —20 °C'de muhafaza edilmistir.

DNA’nin izolasyonunda kullanilan WLB (+)'nin hazirlanmasinda 950pl Worm Lysis Buffer WLB (-)
+10 yl beta-mercaptoethanol + 40 ul (20mg/ml ProtK) kullaniimistir.
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DNA Amplifikasyonu: M. artiellia'nin genomundaki Mitokondriyal DNA'nin sitokrom C oksidaz alt
Unitesi (COIl) forward ve reverse primerler (Cizelge 2) kullanilarak amplifike edilmistir. PCR reaksiyonu 5
ng / pl DNA, 2.5 pl PCR tampon ¢oézelti, 2 mM MgCl,, 200 pM dNTP, her primerden 0.4 yM primer, 1
Unite Taq DNA polimeraz ve ddH,O olacak sekilde toplam 25 mikrolitrede gergeklestirilmistir.

Cizelge 2. Meloidogyne artiellia tirinin molekuler tanimlanmasinda kullanilan primerler

Primer ismi 5_3 sekans Kaynaklar
JB3 (Forward) TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT Hu et al. (2008)
JB5 (Reverse) AGCACCTAAACTTAAAACATAATGAAAATG Hu et al. (2008)

Amplifikasyon islemi her bir populasyon icin U¢ defa tekrarlanmis ve sekans analizine génderilecek
yeterli miktarda PCR Uriind elde edilmistir. PCR Uriini Promega’nin saflastirma kiti kullanilarak (Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System) agoroz jelden prufike edilip sekansa génderilmistir.

Sekans Analizi: Mitokondrial DNA’nin sitokrom C oksidaz gen bdlgesi JB3 ve JBS primerleri ile
amplifike edilen kdk ur nematodu populasyonlarinin sekans analizleri Giiney Kore’de Macrogen firmasina
yaptiriimistir. Populasyonlara ait nikleotid dizileri Q-bank’ta (http://www.g-bank.eu) tanimlanmigtir.

Arastirma Sonuglari ve Tartisma
Morfolojik teshis

Disilerin vulva bolgesi oval veya yuvarlak seklinde olup, dorsal ve ventral ¢ok iyi gelismis stria’lar ve
kutikular kivrimlar mevcuttur. Lateral alanlar oldukg¢a belirgin, bosaltim kanali (excretory pore) stylet
tokmakciklari hizasinda olup, EP/ST orani 1.6°dir. ikinci dénem larvada hemizonid bosaltim deliginin bir
iki andl dndnde yer alir ve kuyruk uzun, dar ve koniktir. Erkeklerde ise lateral alan, vicudun 6n ve arka
kisminda 4 ¢izgili, viicut ortasinda ise 6 ¢izgilidir.

K6k ur nematodu populasyonlarinin ikinci dénem larva ve disi bireylerin morfolojik Ozellikleri ve
bazi allometerik kriterleri esas alinarak yapilan teshis sonucunda tim érneklerin M. artiellia oldugu tespit
edilmistir (Sekil 1) (Cizelge 3).

Sekil 1. Meloidogyne artiellia’nin ikinci dénem larva ve disi bireyi. A: ikinci dénem larvaya ait kuyruk yapisi, B: ikinci dénem
larvadaki lateral alan, C: Disi bireye ait vulva kesiti
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Cizelge 3. Meloidogyne artiellia populasyonlara ait ikinci ddnem larva ve disilerinin dlgim degerleri ile bazi allometrik kriterler

ikinci dénem larva (um)

Disi (um)

Karakter Calisma Erica & Venette Calisma Erica & Venette
bulgulari (2004) bulgulari (2004)
n 10 10-20 10 8-10
355.96 + 8.02 355.96 + 6.02
Vi lugu (L 1-37 -7
Ucut uzunlugu (L) (344 - 369.6) 301 - 370 (344 - 362.6) 650 - 760
Viicudun en genis yerindeki 15.04 +0.82 385.96 +7.24
L 10-16 340 - 460
genislik (14.4 - 16.8) (344 - 392.3)
Bosaltim kanalindaki 13.84 £ 0.53
viicut genisligi (12.8 - 14.4)
Anus’deki 9.9+0.89 ) ) )
viicut genisligi (8.8-11.2)
14.16 £ 0.65 12.90 £ 0.25
il lug 14 -1 12-1
Stilet uzunlugu (14 - 15.6) 6 (115 - 14.6) 6
2.24+0.12
DGO* - - -
(2.2-2.8)
EP/ST - - 1.6 -
+
Kuyruk uzunlugu 2(7226_ 581:)9 18-26 - -
. N 6.72 £ 1.01
Kuyruk terminus uzunlugu (4.8-8.0) - - -
Anus primordium 86.88 + 7.43
P (76.8 - 104.0)
16.14 £ 0.22
Vul isligi - - 15-22
uiva genigigt (14.4 - 18.12)
a* 23.73+£15
(20.48 - 25.65)
b’ 5.32+0.22
(5.0-5.7)
c 14.30 £0.85
(12.33 - 15.40)
18.5+0.16

Excret /L) X 100 - - -
(Excretory pore/L) (17.60 - 20.12)

* DGO: Dorsal 6safagus gland bezi agikhgi ile stilet tokmakgigi arasindaki uzaklk; EP / ST: Disi bireyde stylet tokmakciklari ile
bosaltim kanali (excretory pore) arasindaki uzakligin stilet uzunluguna orani.

** a: Vucut uzunlugunun vicudun en genis yerine orani; b'": vicut uzunlugunun 6safagal bezlerin posteriér ucu ile vicudun en 6n
ucu arasindaki uzakhga orani; c: Viicut uzunlugunun kuyruk uzunluguna orani.

Cizelge 3'te arastirma bulgulari Erica & Venette (2004) ile karsilastiriimali olarak degerlendirilmistir.
Calismadaki M. artiellia populasyonlarinin ikinci donem larva ve disi bireye ait morfolojik karakterlerin
genelde referans degerleri ile uyumlu oldugu goérulmektedir. Bununla birlikte ikinci dénem larvanin kuyruk
uzunlugunun referans degerlerinden biraz yiiksek oldugu belirlenmistir. Bulunduklar toprak tipi, cografya,
yukseklik, beslenme kosullari vb. 6zelliklere goére dikkate alindiginda bu farklihgin varyasyon seklinde
gorilebilecegi sonucuna varilimigtir.

Molekiiler teshis

Mitokondrial DNA'nin sitokrom C oksidaz gen bolgesi JB3 ve JB5 primerleri ile amplifike edilen kok
ur nematodu populasyonlarina ait PCR Uriini UV transilluminatérde goriintiilenmis ve 400 bp’de tek bir
DNA bandi gézlemlenmistir (Sekil 2.). Bu sonucun Hu et al. (2008) ile uyumlu oldugu saptanmistir.
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Sekil 2. Meloidogyne artiellia populasyonlara ait PCR urtinlerinin 400 bp’de olusturdugu DNA bant gértintiisu

K&k ur nematodu populasyonlarina ait nukleotid dizileri Macrogen (Giiney Kore) firmasindan elde
edilmistir. Populasyonlara ait elde edilen nlkleotid dizileri Q-bank’ta (http://www.qg-bank.eu) blast yapilmis
ve 2728 Meloidogyne artiellia COl NEMAT referans numarasi ile M. artiellia olduklari tespit edilmistir.
Q-bank, Avrupa Birligi Karantina listesindeki bitki hastalik ve zararllarina ait kapsamli bir veri tabanidir.
Q-bank virus, viroid, fitoplazma, nematod, bécek, fungus ve bakteri gibi bitki patojenlerinin morfolojik,
ekolojik, fizyolojik ve sekans verilerini icermektedir. Q-bank’ta sekans verilerinin sitemdeki mevcut veri
tabaninda eslestiriimesi yapilabilmekte, sisteme disaridan veri girlememektedir. Bu durum Q-bank’in
guvenirliligini artirmakta ve sonuglarin kesin oldugunu géstermektedir.

K&k ur nematodunun galisma kullanilan populasyonlarinin Q-bank veri tabaniyla %91.72 oraninda
Ortustigu ve %100 benzerlikle ile M. artiellia oldugu saptanmistir. Sekans analizi ile molekiler diizeyde
tur teshislerinde %90 ve Uzerinde nikleotid eslemesi istenildigi dikkate alindiginda ¢alisma sonucunun
oldukga guvenilir oldugu gérilmektedir. Ayrica, Q-bank’ta populasyonlara ait nikleotid dizilerinin blast
yapildiginda sonuglarin M. artiellia disinda disuk tekrar oraninda bile olsa baska bir kék ur nematodu ile
eslesme gdéstermemesi molekiler teghisin gtvenilirligini ortaya koymaktadir.

Bu calismada hem morfolojik hem de molekiiler diizeyde kdk ur nematodu populasyonlarinin
M. artiellia oldugu saptanmistir. Bu galisma ile Hatay ili bugday alanlarinda tespit edilen M. artiellia
Ulkemizdeki bugdayda zararli nematod faunasi igin ilk kayit olma niteligindedir. Kok ur nematodunun
Akdeniz tart olarak adlandirilan Meloidogyne artiellia Akdeniz Havzasi’'nda birgcok tlkede saptanmistir.
Bu kapsamda M. artiellia Yunanistan (Kyrou, 1969), Fransa (Ritter, 1972), ispanya (Tobar Jiménez, 1973)
ve Suriye’de (DiVito & Zaccheo, 1987) tespit edildigi bildiriimektedir. Ulkemizde M. artiellia Usak’ta bir
lokasyonda nohutta saptanmis olmakla birlikte bugdayda tespit edildigine yonelik her hangi bir kayda
rastlanilamamistir (DiVito et al., 1994). Yukarida M. artiellia’nin tespit edildigi Ulkelerin ortak ozelligi
Akdeniz havzasinda olmalaridir. Tirkiye'nin Akdeniz sinirinda bulunan Hatay ili bugday alanlarinda
M. artiellia’nin tespit edilmis olmasi Akdeniz havzasinda bulunan Ulkelerdeki sonuglarla uyumluluk
gOstermektedir.

Meloidogyne artiellia’nin konukgu dizisi igerisinde bugday (makarnalik), arpa, nohut yogun olarak
zarar olusturdugu bildirilmektedir (DiVito & Zaccheo, 1987). Ulkemizde Giineydodu Anadolu Bélgesi'nde
nohut ve Ozellikle makarnalik bugdayin yogun bir sekilde Uretimi yapilmakta olup, M. artiellia’nin s6z
konusu urinlerin miinavebe sisteminde %80’lere varan kayiplara neden oldugu bildiriimektedir (DiVito &
Greco, 1988). Bu nedenle 6nimulzdeki donemde Glineydogu Anadolu Bélgesi'nde nohut ve bugday
basta olmak Uzere Bolgede vyetistirilen M. artiellia’nin konukgusu oldugu bilinen Grin gruplar itibariyle
kapsamli bir s6érvey ¢alismasinin yapilarak nematodun mevcut durumun ortaya konulmasi gerekmektedir.
Ayrica, M. artiellia’nin konukgusu oldugu kdltir bitkilerinin (en yogun bugday ve nohut) acik ve genis
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alanlarda Uretiminin yapiliyor olmasindan dolayi zararliya karsi micadelede en ekonomik ydntemin
kiltirel onlemler ve dayanikli/tolerant gesitlerin kullanimi oldugu bilinmektedir. Bu sebeple yapilacak
sorvey calismalarinda elde edilebilecek populasyonlarin boélgede yaygin olarak yetistirilen bugday hat ve
cesitlerine kargi reaksiyonlari arastinimahdir. Bunun yaninda nematod ve hastalia (Fusarium spp.) karsi
bugday hat ve gesitlerinin ¢goklu dayanikliligi da ayrica incelenmelidir.

Tesekkur

Calismada morfolojik ve molekdler teshiste yardimci olan Ghent (Belgika) sehrinde bulunan Ziraat
ve Balik¢ilik Enstitisi’nden (ILVO) Lieven WAEYENBERGE ve Nancy De SUTTER’e tesekkiir ederim.
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