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Arastirma Dogu Akdeniz Bolgesinde oOrtiialtt sebze iiretiminin yogun olarak
yapildigi Adana, Mersin, Hatay il ve ilgelerindeki seralarda yiiriitiilmiistiir. S6z konusu
alanlarda bulunan kok-ur nematodu (Meloidogyne spp.) tiirleri molekiiler PCR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) ve biyokimyasal PAGE (Poliakrilamid Jel Elektroforez) yontemler ile
saptanmis ve karakterizasyonu yapilmistir. 2018 yili Nisan-Mayis-Haziran aylarinda
yapilan sorveylerde toplanan 100 adet kok orneginden elde edilen larvalardan DNA
izolasyonu yapilmistir. Ornekler tiire spesifik primerler kullanilarak PCR yontemi ile
taranmugtir. Meloidogyne javanica, Meloidogyne arenaria, Meloidogyne ethiopica,
Meloidogyne incognita ve Meloidogyne hapla’ya karsi testlenmistir. Testlenen orneklerde
toplanan 39 6rnekte M. incognita, 7 6rnekte ise M. javanica saptanmistir. Pozitif sonug
alman oOrneklere ait PCR iirlinlerinin DNA dizileri ¢ikartilmistir. Dizilerin NCBI’da
BLAST yapilmasi sonucunda ayni tiiriin hem kendi aralarinda ve hemde diinyadaki diger
izolatlarla olan akrabalik iliskileri ortaya konulmustur. Filogenetik analiz ¢aligmasinda,
Karatag, Kazanli, Adanalioglu, Aydincik, Samadag M. incognita izolatlar1 kendi aralarinda
%100 benzerlik gostermis olup, Hindistan ve Cin izolatlarina yakin olmakla birlikte
Tayland ve Endonezya izolatlarina uzak bulunmustur. M. javanica izolatlar1 hem kendi
aralarinda hemde Hindistan, Malezya ve Cin izolatlar1 ile %99 oraninda benzerlik
gosterirken Irak izolati ile %95 gibi diisiik oranda benzerlik gosterip, uzak bir akrabalik
sergilemistir. Toplanan 46 Ornekte saptanan M. javanica ve M. incognita tiirlerinin
gercekten dogru tiirler olup olmadini onaylamak amaciyla drneklerin tamaminin geng ergin
disileri PAGE yontemi ile biyokimyasal analiz yapilmis ve esteraz enzim profilleri kontrol
edilmistir. Arastirma sonucunda PCR yontemi ile PAGE yontemi kullanilarak alinan
sonuglar birbirini desteklemis olup, dogru bir sekilde tanilama ve karakterizasyon
yapilmistir.

Anahtar kelimeler; sebze, ortiialti, kok-ur nematodu, PCR, PAGE



ABSTRACT

MSc THESIS

BIOCHEMICAL AND MOLECULAR DIAGNOSIS OF ROOT-
NEMATODES IN GREENHOUSE VEGETABLE AREAS OF EASTERN
MEDITERRANEAN REGION

Aysenur Aslan

CUKUROVA UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION

Supervisor : Prof. Dr. ibrahim Halil ELEKCIOGLU
Year: 2019, Pages: 71 o
Jury : Prof. Dr. Ibrahim Halil ELEKCIOGLU
: Prof. Dr. Ekrem ATAKAN
: Assoc. Prof. Dr. Adem OZARSLANDAN

The research has been performed in East-Mediterranean region composed of
Adana, Mersin and Hatay provinces including towns in which vegetable produced in
greenhouse densely. Root-knot nematode (Meloidogyne spp.) species were detected and
characterized by molecular PCR (Polymerase Chain Reaction) and biochemical PAGE
(Polyacrylamide Gel Electrophoresis) techniques in mentioned area. DNAs were extracted
from the larva received from hundred root samples collected during the surveys of April-
May-June in 2018. Samples were tested by PCR (Polymerase Chain Reaction) using
specific primer couples against to Meloidogyne javanica, Meloidogyne arenaria,
Meloidogyne ethiopica, Meloidogyne incognita and Meloidogyne hapla. In the results of
tests, M. incognita has been detected in 39 examples collected from 7 vegetable surveys
areas, M. javanica has been detected in 7 examples collected from 4 vegetable survey areas.
DNA were sequenced from the PCR products of positive samples. With the BLAST of
sequences in NCBI, line of descents among them between each other and other isolates in
the World of isolates were determined. In the phylogenetic analysis, M. incognita isolates
showed similarity between each other in the rate of 100%. While they are neighborhood to
India and China isolates, they were found distance to Thailand and Indonesia isolates.
Although M. javanica isolates have showed similarity both among them and India and
China isolates in the rate of 99%, showed low rate similarity with Iraq isolate in the rate of
95% in relationship. Young mature females of all samples were analyzed by PAGE method
as biochemical and esterase enzyme profile were checked in order to determine whether M.
javanica and M. incognita species detected on 46 examples infested are correct species. In
the end of research, the results of PCR and PAGE method have supported each other and
the detection and characterization were performed properly.

Key words: vegetable, greenhouse, root-knot nematode, PCR, PAGE
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GENISLETILMIS OZET

Akdeniz Bolgesi de toplam 608 bin dekar ortiialt1 sebze iiretim alani ile
Tiirkye’de sebze iiretilen bolgeler arasinda ilk sirayr almaktadir. Bunun 286 bin
da’1 Dogu Akdeniz Bolgesi’nde yer almaktadir. Akdeniz Bolgesi’nde yillik toplam
sebze iiretimi miktar1 6 milyon ton olup bunun 3 mt’u domates, 669.588 tonu biber,
778 bin tonu hiyar ve 307 bin tonu patlicandir (TUIK, 2018). Meloidogyne spp.
sebze lretiminde onemli verim ve kalite kayiplarina sebep olmasi nedeniyle tiim
diinyada ekonomik o©neme sahip tiirler olup karantina etmenleri igerisinde
bulunmaktadir. Bu kayiplar; iklim, konukgu tiirli ve zararlinin tiir ve irklarina gore
farklilik gostermektedir (So6giit ve Elekcioglu, 2000; Karssen ve Moens, 2006;
Collange ve ark., 2011).

Ulkemizde Meloidogyne tiirleri ile ilgili molekiiler ydntemler ile yapilan
en son calisma 10 yil Once yiiriitiilmiis olup tanilama perianal bolgeye gore
yapilmistir. Bilindigi iizere perianal bolgeye gore yapilan teshislerde zaman zaman
giivenilir olmayan sonuglar ortaya ¢ikmaktadir (Geric Stare ve ark., 2018). Bu
nedenle Dogu Akdeniz Bdlgesi oOrtiialti sebze iiretim alanlarinda Meloidogyne
tirlerinin daha giivenilir ve dogru bir sekilde tanilamak i¢in molekiiler ve
biyokimyasal analizlerin her ikisi birlikte kullanilarak arastirmalarin sonuglari
giincellenmelidir. Bu aragtirmanin amaci, Dogu Akdeniz Boélgesi’nde ortiilalti
iretiminin yogun olarak yapildigi Adana, Mersin, Hatay il ve ilgelerine ait
seralarda yetistirilen sebzelerde bulunmasi muhtemel kok-ur (Meloidogyne spp.)
nematodlarinin - molekiiler yontemler (PCR) ile saptanarak bulunan ve
karakterizasyonu yapilan tilirlerin biyokimyasal yontemler (PAGE) ile esteraz
profilleri kontrol edilerek etmenin dogru ve giivenilir bir sekilde tanilanmasidir. Bu
ama¢ dogrultusunda 2018 yili Nisan-Mayis-Haziran aylarinda arastirmanin
yuriitiildiigii alanlarda yapilan soérveylerde 100 adet sebze iiretim seralarindan
rastgele 6rnekleme yapilmistir. Toplanan popiilasyonlarin 46 tanesi simptomolojik

olarak kok-ur nematoduyla bulasiklik bulunmustur. Toplanan ornek sayisi
111



iizerinden bulagiklik oran1 %46 olarak tespit edilmistir. Ortiialt1 sebze (domates,
biber, patlican, hiyar) {tretim alanlarindan toplam 46 adet popiilasyon
IMV/IMV1/JMV2 - FAR/RAR — METH F /METH R, FJAV/RJAV ve MIF/MIR
primerleri kullanilarak PCR yontemi ile sirasiyla M. hapla, M. arenaria ve M.
ethiopica, M. javanica ve M. incognita’ya karsi testlenmistir. Testlemeler
sonucunda biitiin Orneklere ait PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezde
kontrolleri sonucunda FJAV/RJAV primer ¢iftinin kullanilmasi1 ile beklenen 670
bp biiyiikliigiinde DNA bantlar1 7 adet 6rnekte (Kazanli, Aydincik, Erdemli ve
Samandag) goriintiilenmistir. Bu orneklerin M. javanica ile bulasik oldugu ortaya
konulmugtur. Testlenen drnekler iizerinden M. javanica’nin bulagiklik oran1 %15.2
olarak belirlenmistir. MIF/MIR primer ¢iftinin kullanilmasi ile beklenen 999 bp
biiylikliiginde DNA bantlar1 39 adet ornekte (Karatas, Tarsus, Adanalioglu,
Kazanl, Erdemli, Aydmcik ve Samandag) goriintiilenmistir. Bu 6rneklerin ise M.
incognita ile bulagik oldugu ortaya konulmustur. Testlenen 6rnekler {izerinden M.
incognita’nin bulasiklik oran1 %84.7 olarak belirlenmistir. Saptanan M. javanica ve
M. incognita izolatlara ait PCR iiriinlerinin M. incognita i¢in forward ve reverse
olarak ¢ift yonlii, M. javanica icin forward primeri ile tek yonli olarak DNA
dizilemeleri yaptirilmistir. DNA dizileme ig¢in 46 popiilasyondan pozitif sonug
veren yoreleri temsil edecek sekilde her yoreden 1 popiilasyon secilmistir. M.
incognita i¢in Karatas, Kazanli, Adanalioglu, Tarsus, Erdemli, Aydincik ve
Samandag dan 1’er popiilasyon 6rnegi olmak iizere toplam 7 6rnek, M. javanica
icin Kazanli, Erdemli, Aydincik ve Samandag dan 1’er popiilasyon olmak {izere
toplam 4 ornek secilmistir. Elde edilen DNA dizileri Gen Banka’sinda (NCBI)
BLAST yapilarak aymi tiiriin diinyada ki diger izolatlar ile karsilastirma yapilan
gen bolgesi agisindan benzerlik oranlar1 kontrol edilmistir.

Meloidogyne javanica igin filogenetik analiz ¢alismasi, arastirmada
kullanilan 4 izolat ve GenBank tan alinan 13 izolat (Hindistan, Malezya, Cin ve
Irak’tan) olmak iizere toplam 17 izolat kullanilarak yapilmistir. Biitlin izolatlarin

olusturdugu filogenetik agac¢ 2 farkli grupta toplanmigtir. Analiz edilen M. javanica
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izolatlarr, Hindistan, Malezya ve Cin izolatlarmin birlikte olusturdugu soy
grubunda bunlunmus olup Irak izolatina uzak bir akrabalik sergilemistir. Tiirk
izolatlar1, Irak izolatindan uzak olmakla beraber kendi grubu igerisindede ¢ok azda
olsa farkliliklar gostermektedir; KazM ve ErM izolatlar1 Hindistan ve Malezya
izolatlarina yakin olmakla birlikte SamH izolat1 diger bir Malezya izolat1 ile AyM
izolat1 ise Cin izolatlar1 ile yakin iligki sergilemistir. Biitiin tiirk izolatlar1 ve kendi
grubu igerisinde bulunan Hindistan, Malezya ve Cin izolatlar1 ayn1 atadan gelen bir
soy sergilemis olup, Cin izolat1 farkl1 bir soy uzantisi1 gostermistir.

Meloidogyne incognita i¢in filogenetik analiz ¢aligmasi, arastirmada
kullanilan 7 izolat ve GenBank tan alinan 16 izolat (Malezya, Hindistan, Cin,
Tayland ve Endonezya) olmak iizere toplam 23 izolat kullanilarak yapilmistir. M.
incognita’ya ait biitiin izolatlar olusturdugu filogenetik aga¢ 2 farkli grupta
toplanmigtir. Tiirk izolatlar1, Tayland ve Endonezya izolatlarindan uzak olmakla
beraber kendi grubu icerisindede ¢ok az da olsa farkliliklar gostermektedir; KazM,
AdM, KarA, AyM ve SamM izolatlar1 Hindistan, Malezya ve Cin izolatlarina
yakin olmakla birlikte ErM ve TarM izolatlar1 kendi grubu igerisinde ayni soy
sergilemekle birlikte Cin izolatlaria daha yakin bir akrabalik sergilemistir.

Yorelere ait toplanan oOrneklerden ergin geng disilerden ilk defa
Poliakrilamid Jel Elektroforez (PAGE) yontemi ile biyokimyasal analiz yapilarak
esteraz enzim profilleri kontrol edilmistir. Dort ydreden toplanan 7 ornekte
saptanan ve karakterizasyonu yapilan M. javanica, yedi yoreden toplanan 39
Ornekte saptanan ve karakterizasyonu yapilan M. incognita’nin gergekten dogru
tirler oldugunu onaylamak i¢in biitiin 6rnekler esteraz enzim profillerinin kontrolii
icin PAGE yo6ntemleri ile tekrar analiz edilmistir. M. incognita esteraz enzimi
profilleri I1 ve 12, M. javanica esteraz enzim profile J3 olarak saptanmistir. PAGE
yonteminde esteraz profilleri goriintiilenmesi sirasinda M. javanica (J3) referans
popiilasyon olarak kullanilmistir. Biyokimyasal analiz sonuglar1 gostermistir ki,
spesifik primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR sonucunda 6rneklerde saptanan M.

javanica ve M. incognita tiirlerinin gercekten dogru tiirler olup, PCR ve PAGE
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sonuglart birbirlerini desteklemistir. Arastirmada kullanilan biitiin test sonuglari
gostermistir ki, nematod tiirlerinin teshis ve karakterizyonunda molekiiler (PCR) ve
ozellikle biyokimyasal (PAGE) yontemlerin birlikte ve birbirlerini denetleyici
olarak kullanilmasi tiir teshisinin dogru ve giivenilir sekilde yapilmasi agisindan

Onemlidir.
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1. GIRIS Avysenur ASLAN

1. GIRIS

Tiirkiye sebze iiretim miktar1 bakimindan, Amerika ve Cin’den sonra
diinyada 6nemli bir konuma sahiptir. Tiirkiye’de toplam Ortiialtt iiretim alani 772
bin dekar ve toplam oOrtiialtt sebze {iretimi 7.5 milyon tondur. Akdeniz Bolgesi de
toplam 656 bin da ortii alt1 (algak tiinel, yiiksek tiinel, cam sera, plastik sera) sebze
iiretim alan1 ile Tiirkye’de sebze iiretilen bolgeler arasinda ilk siray1 almaktadir.
Bunun 286 bin dekari1 Dogu Akdeniz Bolgesi’nde yer almaktadir. Akdeniz
Bolgesi’nde 608 bin da alandan yillik toplam sebze tiretimi miktar1 6.090.964 ton
olup bunun 3 mt’u domates, 669 bin tonu biber, 778 bin tonu hiyar ve 307 bin tonu
patlicandir (TUIK, 2018).

Toprak kdkenli olan kdk-ur nematodlar1 (Meloidogyne spp.) tiim diinyada
sebze liretim alanlarinda ekonomik olarak zarara yol agan tiirler icerisinde en
Oonemli zararli olarak tanimlanmaktadir. Bu kayiplar; iklim, konukgu tiirii ve
zararhinin tiir ve wrklarma gore farklilik gdstermektedir (Sogiit ve Elekcioglu, 2000;
Karssen ve Moens, 2006; Collange ve ark., 2011). Diinyadaki tarim alanlarinin
yaridan fazlasinin kok-ur nematodlart ile bulasik oldugu tespit edilmistir (Taylor,
1987; Trudgill ve Blok, 2001). Sasser (1986), diinyada kdk-ur nematodlarinin
neden oldugu iiriin kaybinin yaklasik %15 oldugunu, bu oranin sebzelerde %80’e
kadar ¢ikabildigini bildirmistir. Bitki paraziti nematodlarin diinya genelinde
bitkisel iiretimde neden oldugu zararin toplam degerinin yillik yaklasik 80 milyar
euro oldugu tahmin edilmektedir (Djian-Caporalino ve ark., 2011). Kok-ur
nematodlarinin konuk¢u dizisi ¢ok genis olup 2000’den fazla bitki tiiriinde
beslenmektedir. M. incognita ve M. javanica’nin en yaygin ve ekonomik olarak en
onemli tiirler oldugu, M. arenaria ve M. hapla’nin ise ender rastlanan tiirler oldugu
bildirilmektedir (Yiiksel, 1974; Agdaci, 1978; Elekcioglu, 1992; Elekcioglu ve
Uygun 1994; Elekcioglu ve ark., 1994; Mennan ve Ecevit, 1996; Sogiit ve
Elekcioglu, 2000). Ulkemizde toplam 10 kék-ur nematodu tiiriiniin (Meloidogyne

luci, M. incognita, M. javanica, M. hapla, M. arenaria, M. chitwoodi, M. thamesi,
1
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M. acrita, M. exiqua, M. artiellia) bulundugu, bunlar igerisinde M. incognita, M.
javanica ve M. arenaria tirlerinin sebze alanlarinda yaygmn tiirler oldugu ve
ekonomik olarak onemli kayiplara neden oldugu belirtilmistir (Yiiksel, 1966;
Yiksel, 1967; Yiiksel, 1974; Elekcioglu, 1995; Elekcioglu ve Uygun, 1994;
Elekcioglu ve ark., 1994; Mennan ve Ecevit, 1996; So6giit ve Elekcioglu, 2000;
Kepenekei ve ark., 2002; Ozarslandan ve ark., 2009; Ozarslandan ve Elekcioglu,
2010; Cetintag ve Cakmak, 2011; Aydinli ve ark., 2013; Uysal ve ark., 2017;
Aydinli ve Mennan, 2018). Tarim alanlarinda 6nemli zararlilardan olan koék-ur
nematodu tiirlerinin sebzelerde %15-85 oraninda verim kaybina neden olduklar1 ve
bu zararin popiilasyon yogunluklari ile bitkinin tiirline gore farklilik gosterdigi
bildirilmistir. Tirkiye Ortiialti {iretiminin merkezi olan Akdeniz Bolgesi’nde
yapilan ¢alismalarda kok-ur nematodlarinin 6rtiialtt hiyar iiretim alanlar dikkate
alindiginda, Antalya ilinde bulunan ortiialt1 hiyar iiretim alanlarinda %16, Adana
ilindeki Ortiialt1 tiretim alanlarinda %47 oraninda daha yaygin oldugu, en ¢ok
iiretilen sebzeler olan hiyar, domates ve biberde neden olduklar zararin ise 6nemli
oldugu ortaya konulmustur (Agdaci, 1978; Elekcioglu, 1992; Sogiit ve Elekcioglu,
2000).

Bulagik bolgelerde kok-ur nematodu ile miicadele ¢ok zor ve ekonomik
acidan onemli olmaktadir. Kimyasal miicadelede kullanilan nematisitlerin pahali
olmasi, ¢evre ve insan sagligina olumsuz etkileri ve uygulama zorlugundan dolay1
kullanimi1 smirlandirilmigtir. Bu  kimyasallar taban suyuna karigarak tehlike
olusturmaktadir. Alternatif yontem olarak; biyolojik miicadele, dayanikli cesit ve
solarizasyon gibi yontemler ise kimyasal kullaniminin azaltilmasinda, sonugta
iiretici ve tiiketici i¢cin daha olumlu sonuglar dogurmasini saglamaktadir.

Ulkemizde o6zellikle domates yetistirilen sera alanlarinda kok-ur nematoduna
dayanikli gesitler kullanilmaktadir. Domateste M. incognita, M, javanica ve M.
arenaria’va karsi Mi-1 geni tasiyan dayanikli gesit ve popiilasyonlarin
dayanikliliklar1 28°C’nin iizerinde virulent nematod popiilasyonlarina karsi

etkinligini kaybetmekte ve s6z konusu cesitler nematoda kargi hassas hale
2
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gelmektedir. Dayanikli gesit ile miicadele son derece ekonomiktir (Boerma ve
Hussey, 1992; Roberts, 1992; Jung ve Wyss, 1999; Ozarslandan ve ark., 2010).

Nematodlarla miicadelede ve 6zellikle dayanikli gesitlerin kullaniminda
onemli olan nokta; bolgedeki nematod tiirlerinin dogru bir sekilde tanilanmasidir.
Ko6k-ur nematodlarinin tanilanmasi genellikle morfolojik olarak yapilmakta ve bu
yontem bazi durumlarda (6rnegin ergin olmamis nematod formlar1 (dauer larva)
gibi durumlarda) yetersiz kalmaktadir. Bu asamada molekiiler ve biyokimyasal
yontemler kullanilarak yapilan tiir tanilama c¢alismalar1 daha kisa siirede giivenilir
ve dogru sonuglar vermektedir.

Biyokimyasal tan1 yontemi kullanilarak esteraz ekstraksiyonu DNA
dongiisliniin belirli bir noktasina tamamen dayali olarak embriyo olusumundan
sonra embriyonun gelismesini ve soyun devamliligini saglar (McGhee ve ark.,
1990). Esterazlar, temel olarak biitlin organizmalarda bulunan gesitli enzim
siiflaridir. Memeliler 20 farkli enzim tiiriine sahipken bu durum nematodlarda 10
dan az olarak bulunmaktadir. Her bir tiir esteraz enzimini kodlayan gen bdlgesinin
biiylikliigli ve sayilart nematod tiirlerinde farklilik gostermektedir. Bu esterazlar
aym zamanda molekiiler marker olarakta kullanilmakta olup, hem giivenilir hemde
molekiiler yontemleri kontrol etmede ¢ok onemli bir yontemdir. (Butler ve ark.,
1981; Leslie ve ark., 1982; Esbenshade ve Triantaphyllou, 1986; McGhee ve
Cottrell, 1986). M. incognita ile M. luci’nin perinal bolgelerini birbirinden ayirt
etmek oldukga zor olup, bunlar1 ayirt etmenin en iyi yolu esteraz enzimi fenotipidir
(Geric Stare ve ark., 2018). Bu nedenle son yillarda bu tiir calismalar artmaktadir
(Chilton ve ark., 2003).

Tiirkiye’nin sebze yetistirilen bolgelerinde var olan kok-ur nematodlarinin
tiir diizeyinde teshis ve tanilamalar1 yapilmistir. Ancak Dogu Akdeniz Bolgesi’nde
Adana, Mersin ve Hatay il ve ilgelerinde Ortiialti sebze yetistirilen bolgelerde
bulunan kok-ur nematodlar1 (Meloidogyne spp.) ile alakali olarak ayrintili bir
tanilama ¢alismas1 bulunmamaktadir. Ulkemizde Meloidogyne tiirleri ile ilgili

molekiiler yontemler ile yapilan calismalarda tiir tanilamasi perianal bdlgeye
3
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konukgu testi ve molekiiler metodlarla yapilmistir. Tiirkiye genelinden toplanan 79
Ko6k-ur nematodu popiilasyonundan morfolojik ve molekiiler tanilama yapilmistir
(Ozarslandan ve Elekcioglu, 2010). Bilindigi iizere perianal bolgeye gore yapilan
teshislerde zaman zaman giivenilir olmayan sonuglar ortaya ¢ikmaktadir (Geric
Stare ve ark., 2018).

Bu nedenle Dogu Akdeniz Bolgesi oOrtiialti sebze {iretim alanlarinda
Meloidogyne tiirlerinin daha giivenilir ve dogru bir sekilde tanilamak i¢in
molekiiler ve oOzellikle biyokimyasal tani yoOntemlerinin her ikisi birlikte
kullanilarak arastirmalarin sonuglari giincellenmelidir.

Bu nedenle yoreden toplanan popiilasyonlarin dogru bir sekilde tiir teshisi
ve akrabalik iliskilerinin ortaya konmasi amaciyla molekiiler ve biyokimyasal
yontemlerin her ikisi de ¢calisilmistir.

Kok-ur nematodlarinin teshisinde Dogu Akdeniz Bdlgesinden toplanan
ornekler ilk defa biyokimyasal yontem ile teshis yapilmistir. Bu calismada; Dogu
Akdeniz Bolgesi’'nde ortlialt1 sebze tiretim alanlarinda bulunan kok-ur nematodu
tirlerinin molekiiler ve biyokimyasal yontemlerle tanilanmasi ve akrabalik iligkileri

ortaya konmasi amaglanmustir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Kok-ur nematodlarinin sistematikteki yeri Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Meloidogyne tiirlerinin sistematikteki yeri (Siddiqi, 2000).

Sube Nematoda Rudolphi, 1808 (Lankester, 1877)

Siif Secernenta Von Linstow, 1905

Takim Tylenchida Thorne, 1949

Familya Meloidogynidae Skarbilovich, 1959 (Wouts, 1973)
Cins Meloidogyne Goeldi, 1892

2.1. Kok-Ur Nematdolarinin Biyolojileri ve Zararlar

Kok-ur nematodlar1 yumurta, larva (L1, L2, L3, L4) donemi ve ergin
olmak tizere 6 biyolojik donem gec¢irmektedir. Erkek ve disi bireyler arasinda
eseysel dimorfizm goriilmektedir. Disi bireyler limon veya armut seklini alirken
erkek bireyler ipliksi formda bulunmaktadir. Larvalar1 0.3-0.5 mm erkek bireyler
1.2-2 mm ve disi bireyler 0.7-0.8 mm boyunda ve 0.3-0.4 mm enindedir.
Yumurtalar toprakta bulunmaktadir. Birinci donem larvalar1 yumurta i¢inde deri
degistirerek yumurtadan iplik formunda ikinci donem larva olarak ¢ikmaktadirlar.
Daha sonra kilcal koklerden bitkiye giris yaparak beslenmeye baslarlar. Burada
hiicreler arasinda hareket ederek parankima hiicrelerine ulagir ve dev hiicre adi
verilen yapilar meydana getirerek bu hiicrelerden beslenirler. Burada iki géomlek
daha degistirip ti¢iincii ve dordiincii larva donemlerini gegirerek ergin hale gelirler.
Dordiincii donemde erkek ya da disi olarak cinsiyetleri belirir. Ergin hale geldikten
sonra disiler armut veya limon seklini alarak sabit bir sekilde beslenmeye devam
eder, erkekler ise ipliksi formda kalarak kokten ayrilir. Disi bireyler yumurtalarini
rektum salgi bezlerinden, jelatinimsi bir matrix igerisinde ve toplu halde

birakmaktadir (Abad ve ark., 2003; Karssen ve Moens, 2006) (Sekil 2. 1).
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Meloidogyne tiirlerinin  en tipik belirtileri  bitkilerin  koklerinde
olusturduklar1 urlardir. Bu urlar sebebiyle Oncelikle bitkilerin kok sistemleri
olumsuz etkilenir ve daha sonra bitkilerin topraktan besin ve su alimlari
engellenmektedir. Bu sekilde bitkilerde gelisme geriligi meydana getirerek verim
ve kalite diiger. Asir1 ve yogun infeksiyon oldugu durumlarda ise bitkilerde 6liim
goriilebilmektedir. Meloidogyne tiirleri bitkide meydana getirdikleri dogrudan
zararin yani sira, agtiklari yaralardan bakteriyel veya fungal hastalik etmenlerinin
giris yollar1 olmasi nedeniylede ikinci bir zarar vermektedir (Trudgill ve Blok,
2001). Genellikle 1 g toprakta bulunan larva sayisinin 0.5 ila 2 arasinda olmasi

ekonomik olarak zarar yapmasi i¢in yeterli goriilmektedir (Moens ve ark., 2009).

Fomale

Ja (female)

J4 (Malo)

S

3

Sekil 2.1. Kék-ur nematodlar1 (Meloidogyne spp.)’nin hayat dongiisii (Abad ve ark., 2008).

Diinyada bugiine kadar 100’den fazla kok-ur nematodu (Meloidogyne spp.)
tiirdi tespit edilmistir (Hunt ve Handoo, 2009; Moens ve ark., 2009; Jones ve ark.,
2013) (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Kok-ur nematodlarinin gegmisten giiniimiize tiir sayisindaki artis (Hunt ve
Handoo, 2009; Jones ve ark., 2013; Karssen ve ark., 2013).

Kok-ur nematodlarinin yaygin olarak kullanilan primer adlar, baz
dizilimleri (5°-3"), PCR iiriin biiyiikliikleri (bant uzunluklar1) ve tanimladiklar

nematod tiirleri Cizelge 2.2’de verilmistir.
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Cizelge 2.2. Kok-ur nematodlarinda yaygin olarak kullanilan primerlerin adlari, bant
uzunluklari, dizilimleri ve referanslar

Tanimladig PCR iiriin
Primer Baz dizilimi (5°-3”) Referans
Nematodlar biiyiikliigii
FIAV GGTGCGCGATTGAACTGAGC Zijlstra ve ark.,
M. javanica 670 bp
RJIAV CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC 2000
DJF CCTTAATGTCAACACTAGAGCC Dong ve ark.,
M. javanica 1650 bp
DJR GGCCTTAACCGACAATTAGA 2001
M. incognita 955 bp
MIR ACGAGGAACATACTTCTCCGTCC 2004
) . FINC CTCTGCCCAATGAGCTGTCC Zijlstra ve ark.,
M. incognita . 1200 bp
RINC CTCTGCCCTCACATTAGG 2000
SEC-1F GGGCAAGTAAGGATGCTCTG Tesarova ve
M. incognita 502 bp
SEC-1R GCACCTCTTTCATAGCCACG ark., 2003
FAR TCGGCGATAGAGGTAAATGAC Zijlstra ve ark.,
M. arenaria 420 bp
RAR TCGGCGATAGACACTACAAACT 2000
DAF TCGAGGGCATCTAATAAAGG Dong ve ark.,
M. arenaria 950 bp
DAR GGGCTGAATATTCAAAGGAA 2001
MV GGATGGCGTGCTTTCAAC
Wishard ve
M. hapla IMV1 TTTCCCCTTATGATGTTTACCC 440 bp 2002
ark.,
IMV2 AAAAATCCCCTCGAAAAATCCACC
18S TCATTACGTCCCTGCCCTTTG Vrain ve ark.,
M.i-M.j-M.a 700 bp
28S TTTCACTCGCCGTTACTAAGG 1992
INCK14R CCCGCTACACCCTCAACTTC Randing ve
M. incognita 399 bp
INCK 14F GGGATGTGTAAATGCTCCTG ark., 2002

Hastalik ve zararlilara karsi dogru zamanda dogru yontemler ile etkili

miicadele yapmak en Onemli noktadir. Nematodlarda tiir teshislerinin yapilmasi

amaciyla morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler yontemler kullanilmaktadir.

Ozellikle morfolojik tan1 yontemleri yaygin bir sekilde kullanilmaktadir, ancak tiir

diizeyinde tanimlamalar ¢ok zor olmakta, birbirine yakin tiirler cok benzemekte ve

bazi karakterlerini tespit etmek ¢ok zor olmakta ve bazen tiirleri ayirmak miimkiin

olmamaktadir. Dauer larva gibi ergin olmayan nematod formlar1 veya donemleri,
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temel morfolojik 6zelliklere sahip olmamakta ve morfometrik 6zellikler agisindan
da tiir tanisinda yeterli diizeyde ortaya konulamamaktadir.

1970’li yillardan itibaren biyokimyasal tani yontemlerinden PAGE
(Polyacrylamide Gel Electrophoresis) yonteminin kullanilmasi ile tiire spesifik bazi
enzim fenotipleri (esteraz, malat dehidrogenaz, siiperoksit dizmutaz, glutamat
okzalasetat transaminaz) belirlenmis ve tiirlerin teshisinde kullanilmaya
baglanmistir. Bu teknikle daha 6nce ayrimi yapilamayan tiirlerin ayriminin yapmasi
miimkiin olmus ve ileriki yillarda tanimlanan tiir sayis1 da artmistir (Dickson ve
ark., 1971; Hussey ve ark., 1972; Dalmasso ve Berge, 1978; Brito ve ark., 2008;
Cetintas ve Cakmak, 2011; Aydinli ve Mennan, 2016).

Dogru tanilamada, morfolojik yontemlerin yani sira biyokimyasal ve
molekiiler yontemler daha giivenilir, kisa siireli ve dogru sonuglar vermektedir.
PCR (Polymeraze Chain Reaction, PZR) yonteminin gelistirilmesine bagli olarak
1990’11 yillardan itibaren kullanilmaya baslanan molekiiler teshis yontemi en dogru
ve giivenilir tamimlama yontemleri olarak kabul goérmekte ve yaygin olarak
kullanilmaktadir (Chilton ve ark., 2003). Ulkemizde ise Devran ve ark. (2002) kok-
ur nematodlarinin tanilanmasinda molekiiler teshis yontemleri ilk defa

kullanmiglardir.

2.2. Kaynak Ozetleri

Dickson ve ark. (1969), ¢oziiniir proteinlerin biitin nematod
homojenatlarindan disk-elektroforetik yontemle ayrilmasi amaciyla yaptiklari
caligmada segilen Meloidogyne ve Ditylenchus tiirlerini ve Heterodera ve
Aphelenchus cinslerini ayirt etmek igin yararh olabilecek bant profilleri verdigini
ortaya koymuslardir. Bazi protein bantlari tiim Meloidogyne tiirlerinde ortak, diger
gruplarda spesifik bulunmustur. Yalnizca Meloidogyne spp. ve Heterodera
glycines’nin bazi protein benzerlikleri tasidigi, diger cinslerin belirgin olarak farkli
oldugu ortaya konulmustur. Meloidogyne spp.nin protein profilleri, nematodun

iiredigi konukgu tiiriine gére 6nemli bir farklilik gostermedigi bildirilmistir.
9
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Oztiiziin (1970), Elazi§ ve Malatya’da M. incognita'nin varhigini rapor
etmislerdir.

Dickson ve ark. (1971), Meloidogyne javanica, M. hapla, M. incognita, M.
arenaria, Ditylenchus dipsaci, D triformis, Heterodera glycines ve Aphelenchus
avenae'nin tim nematod homojenatlarinda dort dehidrojenaz (laktat, malat, glukoz-
6-fosfat ve a-gliserofosfat) ve ii¢ hidrolazin (asit ve alkalin fosfataz ve esteraz)
taksonomik olarak yararli olacak cesitli profillerini tespit etmislerdir. Enzim
profilleri farkli konuk¢ularda bulunan popiilasyonlarda benzer bulunmugtur. Ayrica
caligmada kok-ur nematodlarinin enzimatik bir filogenezi ortaya koyulmustur.

Yiiksel (1974), Tirkiye’de Akdeniz Bolgesi’'nde M. incognita, M.
javanica, M. arenaria, M. hapla’nin, Ege Bolgesi’nde M. incognita, M. javanica,
M. arenaria, M. hapla’nin Karadeniz Bolgesi’nde M. incognita, M. arenaria’nin
Marmara Bolgesi’nde M. incognita, M. incognita acrita, M. javanica, M. arenaria
ve M. hapla’nin bulundugunu bildirmistir.

Giirdemir ve Agdaci (1975), igel ve Antalya illerinde yapilan galismada
Icel sera alanlarinn % 23.1%inin, Antalya seralarmin % 75.8’inin koék-ur
nematodlariyla bulasik oldugunu ve en yaygin tiirlerin % 71.1 ile M. incognita, %
14.9 ile M. javanica, % 6 ile M. arenaria ve % 2.4 orani ile M. thamesi oldugunu
saptamistir.

Agdact (1978), Akdeniz Bolgesi’nde 1973 ve 1976 yillar1 arasinda
kabakgil yetistiriciligi yapilan 717 adet sera incelendigini ve bunlardan 248
adedinin kok-ur nematodu tiirlerinden M. incognita, M. javanica, M. arenaria ve
M. thamesi ile bulasik oldugunu belirlemistir. Antalya’da Meloidogyne spp.
nedeniyle meydana gelen zararin % 16.7, Adana’da ise % 47 oraninda oldugunu ve
bulasik bitkilerde vejetatif gelismenin saglikli bitkilere gore dnemli Slgiide diisiik
oldugunu saptamugtur.

Enneli (1980), i¢ Anadolu Bolgesi’'nde kok-ur nematodlari ile bulasiklik
oraninin %10-94 arasinda oldugunu ve en yaygin tiirlerin sirastyla M. incognita, M.

javanica ve M. arenaria oldugunu bildirmistir.
10
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Triantaphyllou ve Dalmasso (1982), 35 iilkeden, 75 Meloidogyne
popiilasyonunda bulunan disilerin izoesteraz bilesimini, bir ile on disi ekstrakti
kullanarak poliakrilamid jel elektroforez ile belirlemeyi amaglamiglardir. Test
sonucunda iki tip izoesteraz B ve P tespit edilmistir. B izoesterazlarin dagilima,
Meloidogyne incognita ve M. javanica popiilasyonlar1 arasinda 6zgiil ve istikrarli,
M. arenaria popiilasyonlar1 arasinda ise bazi varyasyonlar tespit edilmistir. B
izoesterazlarin bu sonuglar1 M. incognita, M. arenaria ve M. javanica tiir teshisi
i¢in giivenilir bir taksonomik 6zellik olarak kabul edilmistir. Calisma sonucunda ii¢
tanimlanmus tiir icindeki izoesteraz dagiliminin kararlilig1 ise tartisiimaktadir.

Johnson ve Fassuliotis (1984), diinya genelinde 75 iilkeden elde edilen
1000 adet Meloidogyne spp. popiilasyonundan % 52’sinin M. incognita, % 30 unun
M. javanica, % 8’inin M. arenaria, % 8’inin M. hapla oldugunu, geriye kalan %
2’sinin ise diger Meloidogyne tiirlerinden olustugunu bildirmislerdir.

Esbenshade ve Triantaphyllou (1985), enzim fenotiplerinin kok-ur
nematodu tiirlerinin tanilanmasi igin kullanilmasi iizerine yaptiklar1 calismada
Meloidogyne tiirlerinde tiire 6zgii olan esteraz enzimini (PAGE) tiirleri ayirmada
kullanmislardir. Esterazlar (Est) polimorfiktir ve dinyada yaygin olan tirlerin
tanimlanmasinda faydalidir. M. hapla’nin yaklasik %94’, M. incognita’nin %98’i,
M.  javanica’'nin  %100°0  sadece esteraz fenotiplerine  dayanarak
tanimlanabilmistir. M. arenaria poplilasyonunun yaklasik %84’Q, tg¢ farkl fenotip
godstermis olup bunlardan ikisi son derece tipik tiirlerdir. Uglincii ve en az yaygin
olan fenotipler, diger tirlerin ikisinde meydana ¢ikmistir. Ayni zamanda daha az
yaygin olan 12 Meloidogyne tiril, yalnizca bir ya da her birinin birkag
popilasyonunda bulunmus olup benzer fenotiplerdi ve bir tlirden daha fazlasinda
sik sik gozlemlenmistir. Kalan iki enzimin Meloidogyne tirlerinin tanimlanmasi igin
daha az yararh oldugu bildirilmistir. Coklu enzim fenotipleri, iki ya da daha fazla
enzim tarafindan temsil edilmistir. Bu yeni metodun nematolojide ucuz, giivenilir
ve kullanigh bir metot oldugu sonucuna varilmustir.
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Esbenshade ve Triantaphyllou (1987), PAGE yo6ntemini kullanarak M.
graminicola’nin M. chitwoodi, M. naasii ve M. graminis’den, M. hapla’nin ise M.
microtyla’dan farkli oldugunu saptamslardir.

Fargette (1987), Bati Afrika'dan toplanan 57  Meloidogyne
popiilasyonunda, b esterazlar ile yapilan elektroforez caligmalarla sekiz farkli
fenotipin bulundugunu tespit etmislerdir. Calismada kullanilan popiilasyonun
%18’inin birden fazla fenotipten olustugu tespit edilmistir. Monospesifik ve karisik
popiilasyonlarda en sik goriilen fenotipin, Fenotip PI (M. incognita) oldugu
saptanmugtir. Elektroforetik yontemin, simdiye kadar kullanilan yontemlerden daha
kolay, dogru ve daha objektif oldugu sonucuna varilmistir.

Célia ve Isabel (1989), Portekiz’de varligi tespit edilen Meloidogyne tiir
popiilasyonlarin1 esteraz ve malat dehidrogenaz enzimleri yolu ile teshis
etmislerdir. Bu iilkede bulunan 40 kok-ur nematod popiilasyonundan 1-5 disinin,
esteraz ve malat dehidrogenez enzimleriyle, 0,4 mm yogunlugunda poliakrilamid
jel elektroforez vasitasiyla analizleri yapilmistir. Esteraz faaliyetinin 14 biiyilik
bandi, 10 farkli fenotipe gore saptanmistir. Meloidogyne javanica ve M. hapla gibi
farkli tiirlerin, belirgin fenotiplere sahip oldugu Onceden bilinmektedir. M.
arenaria’da iki farkli fenotip ortaya ¢ikmis olup, en ¢ok varyasyon M. incognita
popiilasyonunda bulunmustur. Onceden bulunan popiilasyonlar i¢in Est’ler, baslica
Meloidogyne tiirlerinin tanimlanmasinda, Mdh’den daha faydali oldugu ortaya
cikmigtir.

Venkatachari ve ark. (1991), Meloidogyne itk 1, M. javanica, M. arenaria
ik 1, M. hapla ve bir tamimlanmamis Meloidogyne spp. tiirlerinde esteraz, malat
dehidrojenaz, fosfoglukomutaz, izositrat dehidrojenaz ve «a-gliserofosfat
dehidrojenaz izoenzim fenotiplerinin karsilastirilmas: ile farkliliklarini ortaya
koymay1 amaclamislardir. Bu 5 enzimden yalnizca esteraz ve fosfoglukomiitazin
tiirleri ayirt etmede kullanilabilir oldugu tespit edilmistir.

Powers ve Harris (1993), Meloidogyne incognita, M. arenaria, M.

javanica, M. hapla ve M. chitwoodi’yi birbirinden ayirabilen bir PCR metodu
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gelistirmistir. Calismada tek bir larva bir damla suyun i¢ine alinip dogrudan PCR
reaksiyon karigimina eklemis, PCR sonucunda 3 degisik biiyiikliikkte DNA bandi
tespit edilmistir. Meloidogyne incognita ve M. javanica 1.7 kb, M. arenaria 1.1 kb
ve M. hapla ve M. chitwoodi 0.52 kb bandlar1 olusturmustur. Ayni biiytikliikte
DNA bandi veren tiirlerin ayrimi ise DNA’y1 kesen enzimler yardimiyla
yapilmistir. 0.52 kb bandin Dral ile kesilmesiyle M. Chitwoodi’nin verdigi 3 banda
karsilik M. hapla 2 band vermistir. 1.7 kb DNA bandin HinfT ile kesilmesi sonucu
M. javanica’nin verdigi 2 banda karsilik M. incognita 3 band vermistir. Daha az
rastlanan Meloidogyne tiirleri M. marylandi, M. naasi ve M. nataliei’nin aym
sekilde tek bir larvadan PCR ve restriksiyon enzimleri ve bu primer seti kullanarak
ayirt edilebilecegi tespit edilmistir.

Elekcioglu ve Uygun (1994), Dogu Akdeniz Bolgesi’'nde ekonomik 6neme
sahip bitkilerde bitki paraziti nematodlarin tespiti, dagilimi iizerine yaptiklari
calismada muz ve birgok sebzenin koklerinde Meloidogyne spp. (M. incognita, M.
javanica, M. arenaria)’nin yogun olarak bulundugu bildirilmistir. M. incognita ve
M. javanica’nin 6zellikle domates, biber ve patlican gibi sebzeler lizerinde yogun
olarak popiilasyon olusturduklarini belirtmektedirler.

Ibrahim ve ark. (1994), piringte Aphelencoides’in tanimlanmamus iki tiiri;
Ditylenchus angustus ve D. myceliophagus’u SDS-PAGE elektroforez ile analiz
etmeyi amaglamiglardir. Biitlin tiirlerin ¢ogaltilabilir bantlama modelleri sayz,
konsantrasyon ve yakin tiirlerle baglanti hareketi agisindan farklilik gostermistir.
Bazi enzim gruplar tiirler arasinda ortak, bazilari spesifik bulunmustur. Botrytis
cinerea veya Rhizoctonia cerealis kiiltiirlerinden ekstrakte edilen nematodlarin
protein ve esteraz bantlama modellerinde saptanabilir bir fark tespit edilmemistir.
A, B esteraz bandlama modellerinin stabilitesi ve taksonomik kullanislilig
tartigildigi bildirilmistir.

Ibrahim ve Rowe (1995), yaptiklar1 ¢alismada farkli cografik kokenli 19
Heterodera tiiriiniin esteraz profillerindeki spesifik farkliligi gézlemlemeyi

amaglamistir. Biyokimyasal calismalar sonucu 26 biiyiikk esteraz bandi tespit
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edilmistir. Bazi bantlar birkag¢ tiirde ortak, bazilar1 ise belirli tiire 0zgi
bulunmustur. Ozellikle Heterodera elachista’nin belirgin sekilde spesifik fenotip
gosterdigi  bulunmustur. Heterodera tiirleri arasindaki benzerlik katsayilarimi
belirtmek i¢in her seviyede cluster analizi yapilmistir. Dendogramlardan ortaya
cikarilan gruplar, diger tekniklerle elde edilen gruplarla benzer bulunmamistir.
Tiirleri ayirmak i¢in izoesteraz kullaniminin, tekrarlanabilir sonuglarla basit, hizl
ve ucuz bir yontem oldugu sonucuna varilmistir.

Carneiro ve ark. (1996), Brezilya Paran Eyaleti’nde kahve bitkisinde zarar
yapan kok-ur nematodu, Meloidogyne paranaensis’i tanilamislardir. Calismada
biyokimyasal testler sonucu elde edilen esteraz (F1) ve malat dehidrogenaz (N1)
fenotiplerinin, M. paranaensis'i diger tiirlerden ayiran en kullanmish karakterler
oldugu bulunmustur.

Kaskavalct (1998), Aydin ilinde yazlik sebze yetistirilen alanlarda kok-ur
nematodlarinin yaygin oldugunu, bu tiirlerin %80’ini M. incognita, %14.5’ini M.
javanica ve %5.5’ini ise M. hapla olarak tanilandigin1 bildirmistir.

Carneiro ve ark. (2000), Brezilya ve bazi Amerika iilkelerinden elde
ettikleri kok-ur nematodlarinin farkli tiirlerini tanilama i¢in enzim fenotiplerini,
ozellikle esterazlar (EST), malat dehidrojenaz (MDH), siiperoksit dismutaz (SOD)
ve glutamat-oksaloasetat transaminaz (GOT) kullanmislardir. Calisma sonucunda
esteraz aktivitesi oldukga polimorfik ve farkli tiirlerin tanilanmasinda yararl
bulunmustur. Calismada bu enzimi kullanarak dort tiirti (M javanica, M incognita,
M. arenaria ve M. hapla) tanimlamanin miimkiin oldugu bulunmustur. Ek olarak
M. coffeicola, M. paranensis, M. konaensis, M. exigua, M. graminicola, M. oryzae,
M. Mayaguensis olmak tiizere 7 tiir daha incelenmis ve tiirlere 6zgii EST fenotipleri
ortaya konulmustur. EST ve MDH enzimleri M. graminikola ve M. oryzae'yi ayirt
etmede olumlu sonuglar verdigi bildirilmistir.

Zijlstra (2000), yaptig1 ¢alismada kok-ur nematodlarindan M. chitwoodi,
M. fallax ve M. hapla’y: tiirii i¢in spesifik bandlar veren primerlerin gelistirilmesini

amaglamistir. PCR {irlinlerinin DNA dizileri belirlendikten sonra polimorfik olan
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bu DNA bandlariin PCR da firetilmesini saglayarak daha uzun primerler
tasarlamiglardir. Elde edilen primer ¢iftleri SCARs markerini iiretmekte
kullanmiglardir. Gelistirilen SCAR primerlerini kullanarak nematodun yumurta
kiimesi, larva ya da ergin digisi kullanilarak M. chitwoodi, M. fallax ve M.
hapla’dan elde edilen DNA’lar1 ¢ogaltilarak SCAR bandlarini elde etmistir. 3 ¢ift
SCAR primerleri kullanarak 6zel olarak dizayn edilmis, multiplex PCR yontemi ile
birden fazla tiiriin bir PCR da ayirt edilmesi saglanmistir. Bu multiplex yontemini
kullanilarak tek larvadan kolaylikla tiir tespit edilebilmistir. Bu ¢alismada
gelistirilen SCAR PCR yonteminin pratikte teshis i¢in kullanilma potansiyeline
sahip oldugu ve RAPD markérlerini SCAR markoérlerine ¢evirmenin faydalar
tartigilmastir.

Trudgill ve Blok (2001), Meloidogyne tiirlerinin morfolojik 6zelliklerinin
birbirine benzerligi nedeniyle morfolojik yontemlerle teshis etmenin olduk¢a zor
oldugunu bildirmislerdir.

Wishart ve ark. (2002), 5S ve 18S primerleri ile Meloidogyne chitwoodi,
M. fallax ve M. hapla tiirlerini birbirinden ayirt edebilmislerdir. 28S ve 5S
primerleri ile ise M. chitwoodi ve M. fallax tiirlerini M. hapla’dan ayirt
edebilmislerdir.

Devran ve ark. (2002), M. incognita, M. javanica, M. arenaria ve M.
hapla’nin rDNA’sinin ITS boélgesini iceren fagmentleri PCR ile ¢ogaltmiglardir.
PCR {irtintiinii Rsal enzimi ile kesimi sonucu M. hapla’yr diger tiirlerden ayirt
etmisgler, ECORI ve BamHI enzimlerinin bu tiirleri ayirmakta etkisiz oldugunu
sonucuna varmiglardir. Bu nedenle diger tiirleri ayirmada mtDNA markdrleri
kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen 600bp’lik DNA fragmenti HinfI
enzimi ile keserek tiirleri birbirinden ayirmayir bagarmiglardir. Bu ¢alismada
mtDNA’nin 6nemli Meloidogyne tiirlerini ayirmada faydali bir ara¢ olabilecegi
saptanmistir.

Randig ve ark. (2002), RAPD markorler kullanarak karakterizasyon

yapmislar ve kok ur nematodlarinin akrabaliklarini incelemislerdir. Bu amagla M.
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arenaria, M. exigua ve M. hapla’y: diger tiirlerle karsilastirmiglardir. Filogenetik
analizde M. hapla ve M. exigua’nin diger tiirlerle ¢ok yakin olduklari bulunmustir.
Ayrica ¢alismada M. arenaria, M. exigua ve M. hapla teshisleri igin SCAR
primerler gelistirmislerdir. Ug ¢ift SCAR primerle multipleks PCR yaparak bu
tiirleri ayirabildiklerini ve rutin teshislerde kullanabilecegini bildirmislerdir.

Castillo ve Jimenez (2003), Giiney Ispanya’da yaptiklar1 ¢alismada ticari
driinler yetistirilen bir bolgede bitki koklerinde ve toprakta M. incognita’y:
saptamislardir. Disi bireylerden perineal kesitler olusturulmus, farkli konukcu test
bitkileri ve esteraz enzimi kullanarak elde edilen tiiriin M. incognita oldugunu
bulmuslardir.

Tesarova ve ark. (2003), M. incognita tiiriinii taniyan spesifik primer
dizayn etmislerdir. Bu primerin M. fallax, M. javanica, M. arenaria, M. chitwoodi
ve M. hapla’y:r tanimadig1 sadece 502 bp bant vererek M. incognita’yr tanidigim
saptamislardir.

Randig ve ark. (2004), Brezilya’da c¢esitli iiriinlerde ve kahve bitkilerinde
zarar yapan Meloidogyne spp.’den en 6nemli tiirlerin M. exigua, M. incognita ve
M. paranaensis oldugunu saptamislardir. SCAR markoérler kullanilarak yapilan
caligmada M. exigua’nin 562 bp, M. incognita’nin 399 bp ve M. paranaensis’nin
ise 208 bp de bant olusturmustur. Multipleks PCR tekniginin hizli, kolay ve ¢ok
hassas olugunu ve karigik tiirleri kolaylikla ayirabildigini bildirmislerdir.

Cofcewiczve ark. (2005), yaptiklar1 calismada Martinique, Guadeloupe ve
French Guiana’da bulunan muz firetim alanlarindan elde ettikleri kok-ur
nematodlarina ait 96 izolatin esteraz (EST) ve malat dehidrogenaz (MDH)
fenotiplerini incelemislerdir. Calismada incelenen M. arenaria, M. incognita, M.
javanica, M. cruciani, M. hispanica ve Meloidogyne sp. tiirlerine ait ergin disilerin
yalniz esteraz enzimi i¢in tiire 6zgii fenotip gosterdigi bulunmustur. M. arenaria,
M. incognita ve M. javanica izolatlar1 arasindaki intraspesifik degiskenlik ise EST
ve MDH kullanilarak tespit edilmistir. Sonuglarin giivenilirligini arttirmak i¢in

biyokimyasal karakterizasyonun tamamlayicis1i olarak perineal patern yontemi
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kullanilmigtir. Sonugta en fazla bulunan tirler M. arenaria (%61.9) ve M.
incognita (%34.3) olmustur. Orneklerin %45.1’inde birden fazla Meloidogyne tiirii
bulunmustur. Ek olarak RAPD markdrleri kullanilarak genetik analizler
yapilmigtir. RAPD analizlerinde elde edilen verilerin esteraz fenotip
karakterizasyonlartyla uyumlu oldugu tespit edilmistir. M. incognita ve M.
arenaria'daki intraspesifik degiskenlik ise amplifiye edilmis polimorfik
fragmentlerin sirasiyla % 14.9 ve % 61.6’s1m temsil etmistir. Ozellikle M. arenaria
izolatlarindaki bu yiiksek varyasyon diizeyinin, M. arenaria olarak tespit edilmis
olan popiilasyonlarin ¢oklu kdkene sahip olmasindan veya ayni grupta birden fazla
tiir bulunmasindan meydana gelmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Tzortzakakis ve ark. (2005), Yunanistan’da Meloidogyne spp.’nin 9
popiilasyonunda yaptiklar1 calismada SCAR PCR ve izoenzim fenotipleri
yontemlerini kullanarak M. javanica ve M. incognita tiirlerini tespit etmislerdir.
Ayrica bulunan M. javanica ve M. incognita popiilasyonlarinin viriilensliklerini
dayanikli domates ¢esidinde saks1 denemesi yaparak incelemislerdir. Dayaniklilig
kiran M. incognita’nin bir popiilasyonu bu iilkede ilk defa tespit etmislerdir.

Adam ve ark. (2007), en yaygmm ve ekonomik Oneme sahip kdok ur
nematodu tiirlerini ayiran molekiiler yontem gelistirmislerdir. Bu olusturduklari
molekiiler protokolle M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M. mayaguensis, M.
hapla, M. chitwoodi ve M. fallax tiirlerini birbirinden ayirmay1 basarmislardir.

Sogiit ve Elekcioglu (2007), Adana ilinde biber seralarinda kok-ur
nematodunun verdigi zarardan dolay1 ortaya ¢ikan iiriin kaybinin yaklasik %80’e
kadar ulasabildigini bildirmiglerdir.

Brito ve ark. (2008), Florida’da esteraz fenotipi kullanarak M.
mayaguensis’ i diger Meloidogyne tiirlerinden ayirmislardir.

Ercan ve Elekcioglu (2009), 17 yabanci ot tiiriiniin koklerinde M. arenaria,
M. javanica ve M. incognita’yr saptamislar ve orneklerin %48'inde M. javanica,

%44'inde M. incognita ve %8'inde ise M. arenaria tespit etmiglerdir.
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Ozarslandan ve Elekcioglu (2010), Tiirkiye genelinden toplanan 79 Kok-ur
nematodu popiilasyonundan M. chitwoodi, M. incognita, M. javanica ve M.
arenaria tiirlerini saptanmig, tanimlanan kok-ur nematod popiilasyonlarindan
%10'u M. chitwoodi, %28'i M. incognita, %35'i M. javanica ve %27'si M. arenaria
olarak teshis edilmistir.

Cetintag ve Cakmak (2011), yaptiklar1 ¢aligmada Kahramanmaras ili ve
cevresinde Tiretilen domates, hiyar ve patlican bitkilerinde tespit edilen
Meloidogyne spp.’nin morfolojik ve biyokimyasal yontemlerle tanilamay1
amaclamiglardir. PAGE (Poliakrilamid Jel Elektroforez) yontemi ve ergin disi
bireylerin perineal anal kesit yontemi kullanilarak yapilan calisma sonucu
Meloidogyne incognita ile bulagiklik oranmin %20 oldugu tespit edilmistir.
Biyokimyasal ve klasik teshis yontemlerinin birlikte kullanilmasinin, sonuglarin
dogrulugunu ve giivenilirligini kesinlestirdigini agiklamiglardir.

Evlice ve Bayram (2016), Orta Anadolu Bdlgesi’ndeki kdk-ur nematodu
tirlerinin belirlenmesi amaciyla yaptiklar1 ¢alismada Nigde, Nevsehir, Aksaray,
Isparta, Kayseri ve Konya illerinden toplam 73 adet enfekteli patates yumrusu
toplayarak tiim orneklerde molekiiler yontemlerle (JMV1/JIMV2/JMVhapla
multiplex PCR primerleri ve tiire spesifik FC/RC primerleri ile sekans analizi
kullanilmistir), secilen 15 ornekte ise morfolojik ve morfometrik yontemlerle tiir
teshisi yapmuglardir. Sonugta yalnizca M. chitwoodi tiirii tespit edilmis olup diger
bitki paraziti nematodlarin varligina ait bir iz bulunmamustir.

Kolombia ve ark. (2017), Meloidogyne tiirlerinin Bat1 Afrika'da yam
(Dioscorea spp.) bitkisi iiretiminde 6nemli bir tehdit olusturdugunu bildirmisler.
Kontrol ve direng taramasi amaciyla, yam yumrularinda zarara sebep olan BPN
tiirlerinin ¢esitliligini belirlemek amaciyla yapilan ¢alisma, Nijerya'nin ana yam
iiretim bolgelerinde yiiriitiilmiistiir. Yam yumrularindan izole edilen nematodlar,
enzim fenotiplendirme (esteraz ve malat dehidrogenaz), mitokondriyal DNA
(mtDNA) ve NADH dehidrojenaz altbirim 5 (Nad5) barkodlama kullanilarak

tanmimlanmistir. 48 popiilasyonun incelenmesi sonucu, yam yumrularinmm %69
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oraninda Meloidogyne incognita tarafindan enfekte edildigi, bunu %13 infeksiyon
orantyla M. javanica, %2 infeksiyon oraniyla Meloidogyne enterolobii ve %2
infeksiyon oraniyla M. arenaria’nmin izledigi ortaya koyulmustur. Orneklenen
yumrularin ¢gogunda %86 oraninda tek bir tiir, drneklerin %14'{inde birden fazla tiir
tespit edilmistir. Her iki tanilama yOnteminin sonuglari benzer bulunmus ve bu
tropikal nematod tliriiniin tanilanmast i¢in bu yontemlerin dogrulugu
kanitlanmustir.

Uysal ve ark. (2017), yaptiklar1 calismada 2014-2015 yillar1 arasinda goller
yoresinde bulunan sebze iretim alanlarindan topladiklari toprak ve bitki
orneklerinde kok ur nematodu tiirlerinin yayiliglarini belirlemislerdir. Morfolojik
ve molekiiler analizler sonucu M. incognita, M. hapla, M. javanica ve M. arenaria
tiirlerinin varlig1 tespit edilmis olup, Kuzey Karolina Konukcu Testi yapilarak bu
tiirlerden M. incognita’nin k2, 1rk4 ve 1rk6’s1; M. javanica’nin ise rk1 ve wk3’i
belirlenmistir.

Geri¢ Stare ve ark. (2017), M. ethiopica’nin yakin tiirii olan M. luci’nin
tanimlanmasinin ardindan bu iki tiir arasindaki farkin ortaya konularak yeniden
smiflandirma yapilmasi gerektigini belirtmislerdir. Bu amacla yapilan esteraz
enzim analizlerinde her iki tiir de, list bandin iki tiir arasinda hafifce kaydig iic
bantli bir esteraz modeli gostermektedir. Ek olarak, M. ethiopica ve M. luci
popiilasyonlarinin molekiiler karakterizasyonu, rDNA bélgelerinin ITS, SSU ve
LSU'larinin  kdk-ur nematodlarinin  tropikal grubu arasindaki benzerlikleri
incelemek i¢in uygun belirte¢ler olmadigimi ortaya koymustur. Bununla birlikte,
mtDNA  iizerindeki COII/IRNA bdlgesi, ¢ok yakin akraba olan tiir
popiilasyonlarinin  filogenetik iliskisinin analizinde ¢ok faydali oldugunu
kanitlamistir. Diisiik heteroplazmi seviyelerine sahip olan mitokondriyal sekanslar,
biitiin M. luci popiilasyonlarinin bir arada toplanarak, bu yakin olan tiirlerin M.
ethiopica'dan net bir sekilde ayrilmasina olanak saglamaktadir. Ayn1 zamanda, M.

ethiopica ve M. luci arasinda ¢ok yakin bir iligki oldugu tekrar belirtilmektedir.
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Aydinli (2018), Samsun ili sebze iiretim alanlarindaki Meloidogyne
tirlerinin dagilimim ortaya koymak i¢in yaptig1 ¢caligmada, toplam 50 adet toprak
Ornegini esteraz enzim fenotipi ve molekiiler yontemler kullanarak analiz etmistir.
Calisma sonunda 6rnekleme yapilan alanlarin %20’sinde kok ur nematodu varligi
tespit edilmis ve en yaygin tiirlerin sirastyla M. luci, M. arenaria ve M. incognita

olduklarimi bildirmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Aragtirma materyalini 2018-2019 yillar1 arasinda Dogu Akdeniz Bolgesi
sebze lretim alanlarindan; Adana, Mersin ve Hatay il ve ilgelerinde ortiialtinda
yetigtirilen domates (Solanum lycopersicum), biber (Capsicum annum), hiyar
(Cucumis sativus), patlican (Solanum melongena) bitkilerinden toplanan kokler ve
kok-ur nematodlart (Meloidogyne spp.) olusturmustur. Soérveyler sirasinda
toplanan &rnekler Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii
Nematoloji Laboratuvari’na getirilerek uygun kosullarda muhafaza edilmistir.
Nematoloji Laboratuvari’nda kok-ur nematodlarin yumurta paketi, disi ve
larvalarin elde edilmesi ¢alisilmalar1 yiiriitiilmiis olup molekiiler ve biyokimyasal

caligmalar Viroloji Laboratuvari’nda yiriitilmiistiir.

3.1.1. Kok-ur nematodu popiilasyonlarinin toplanmasi

Dogu Akdeniz ortiialt1 sebze iiretimi alanlarindan 2018 yil1 Nisan-Mayis-
Haziran aylarinda domates, biber, hiyar ve patlican bitkilerinin yetistirildigi
alanlarda sorveyler yapilmistir. Sorveyler sirasinda nematodun yapmis oldugu
sararma, solgunluk, bodurluk gibi simptomlar dikkate alinarak Ornekleme
yapilmistir. Ornek alma metodu (6rnekleme alanm %0,1) kullanilarak Bora ve
Karaca (1970)’ya gore toplam 100 kok 6rnegi alinmistir. Her bir drnekleme igin
bitki kilcal kokleri ile birlikte alinip polietilen posetlere konulmus ve laboratuvara
getirilmistir (Sekil 3.1; Sekil 3.2; Sekil 3.3; Sekil 3.4; Sekil 3.5; Sekil 3.6; Sekil
3.7.). Ornekleme lokasyonlari GPS yardimiyla isaretlenmistir (Cizelge 3.1.).
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Sekil 3.2. Kok-ur nematodu ile bulasik  Sekil 3.1. Kék-ur nematodu ile bulasik
biber serasi Adanalioglu biber seras1 Kazanli yoresi
yoresi

g = E
s G H 3w .

Sekil 3.4. Kok-ur nematodu ile bulasgik ~ Sekil 3.3. Kok-ur nematodu ile bulagik
hiyar seras1 Aydincik yoresi patlican seras1 Aydincik
yoresi

-

Sekil 3.6. Kok-ur nematodu ile bulasik Sekil 3.5. Kok-ur nematodu ile bulasik

patlican seras1 Tarsus ydresi domates serasi Samandag
yoresi
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Sekil 3.7. Kok-ur nematodunun hiyar bitkisi kéklerindeki yogun zarari

Cizelge 3.1. Aragtirmada kullanilan konukgu bitki, nematodun bulunma durumu
orneklerin toplandig1 lokasyonlara ait GPS verileri.

veE

No Kod ad1 Konukgu bitki Nematod durumu Koordinatlar (N : E)
ADANA / YUMURTALIK

1 Y1 Domates Negatif 36° 72" 36" 35958 11"
2 Y2 Domates Negatif 36°72' 74" 35° 58" 44"
3 Y3 Domates Negatif 36° 72' 44" 35°58'03"
4 Y4 Domates Negatif 36° 77" 60" 35°78' 85"
5 Y5 Domates Negatif 36° 73' 06" 35°58' 27"
ADANA / KARATAS

6 KTI Domates Pozitif 36°71' 18" 35°14'51"
7 KT2 Domates Pozitif 36°73'99" 35°17' 45"
8 KT3 Domates Negatif 36°74' 01" 35°17' 35"
9 KT4 Hiyar Negatif 36°73' 70" 35°16' 04"
10 KT5 Hiyar Negatif 36°70' 69" 35°14'90"
11 KTé6 Domates Pozitif 36°71'47" 35°17'98"
12 KT7 Hiyar Pozitif 36°72' 72" 35°57' 60"
MERSIN / KAZANLI

13 KZ1 Biber Pozitif 36° 82' 57" 34°76' 68"
14 KZ2 Biber Pozitif 36° 82'48" 34°76' 73"
15 KZ3 Biber Pozitif 36° 82' 78" 34°76' 79"
16 Kz4 Biber Pozitif 36° 82' 63" 34°76' 81"

23




3. MATERYAL VE METOD

Avysenur ASLAN

Cizelge 3.1.”in devami

17 KZ5 Biber Pozitif 36° 82' 78" 34°73' 37"
18 KZ6 Biber Pozitif 36° 82' 23" 34° 77 56"
19 Kz7 Biber Pozitif 36° 82' 15" 34° 77 41"
20 KZ8 Biber Pozitif 36° 82' 23" 34°76' 50"
21 KZ9 Biber Pozitif 36° 83' 26" 34°74' 19"
22 KZ10 Biber Pozitif 36° 81' 39" 34° 75" 42"
23 KZ11 Biber Pozitif 36° 83' 85" 34°74' 18"
24 KZ12 Biber Pozitif 36° 81'37" 34° 78' 24"
25 KZ13 Biber Pozitif 36° 81' 37" 34°78' 24"
26 KZ14 Biber Pozitif 36° 81' 04" 34°78' 90"
27 KZ15 Biber Negatif 36° 81'42" 34°74' 52"
28 KZ16 Biber Negatif 36° 81'28" 34°74' 75"
29 K717 Biber Negatif 36° 81'45" 34°75'25"
30 KZ18 Biber Negatif 36° 81'37" 34° 75' 45"
31 KZ19 Biber Negatif 36° 81' 26" 34° 75' 44"
32 K720 Biber Negatif 36.81'29" 34°75'32"
MERSIN / ADANALIOGLU

33 ALl Biber Pozitif 36° 83' 63" 34° 80' 90"
34 AL2 Biber Pozitif 36° 83' 63" 34° 81' 00"
35 AL3 Biber Pozitif 36° 83' 56" 34° 81' 09"
36 AL4 Biber Pozitif 36° 83' 69" 34° 81' 29"
37 ALS Biber Pozitif 36° 83' 56" 34° 81' 63"
38 AL6 Biber Pozitif 36° 83' 40" 34° 81' 74"
39 AL7 Biber Pozitif 36° 83' 15" 34° 81' 50"
40 ALS8 Biber Pozitif 36°83' 13" 34° 81' 28"
41 AL9 Biber Pozitif 36°83' 07" 34° 81' 62"
42 ALI10 Biber Pozitif 36° 82' 79" 34° 81' 92"
43 ALI1l Biber Pozitif 36° 82' 73" 34° 82' 58"
44 ALI2 Biber Pozitif 36° 82' 18" 34° 80' 98"
45 AL13 Biber Pozitif 36° 81' 26" 34° 81' 55"
46 AL14 Biber Pozitif 36° 80' 90" 34° 80' 89"
47 ALIS Biber Pozitif 36° 82' 96" 34° 80' 47"
48 ALL6 Biber Negatif 36°81'27" 34° 80' 30"
49 AL17 Biber Negatif 36°81'27" 34°80' 10"
50 ALI1S8 Biber Negatif 36° 81'40" 34° 80" 04"
51 AL19 Biber Negatif 36° 81' 50" 34°80' 03"
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Cizelge 3.1.”in devami

52 AL20 Biber Negatif 36° 81' 66" 34°80' 06"
MERSIN / SILIFKE

53 SL1 Domates Pozitif 36°39' 04" 34°05' 70"
54 SL2 Domates Negatif 36°39' 42" 34°05' 68"
MERSIN / TARSUS

55 Tl Hiyar Pozitif 36° 82' 68" 34°87' 76"
56 T2 Biber Pozitif 36° 81' 92" 34°87' 76"
57 T3 Patlican Pozitif 36°79' 85" 34°87' 90"
58 T4 Biber Pozitif 36°79' 77" 34° 87' 87"
59 T5 Patlican Pozitif 36°79' 77" 34°87' 81"
60 T6 Patlican Pozitif 36°79' 67" 34° 87' 81"
61 T7 Patlican Pozitif 36°79' 63" 34° 87' 83"
62 T8 Biber Pozitif 36°79' 70" 34° 87' 87"
63 T9 Patlican Pozitif 36°80'31" 34° 86' 69"
64 T10 Fasulye Pozitif 36° 80' 29" 34°86' 67"
65 Tl1 Biber Pozitif 36° 80' 27" 34° 86' 63"
66 TI2 Biber Pozitif 36° 80' 26" 34° 86' 66"
67 T13 Biber Pozitif 36° 80' 26" 34° 86' 67"
68 Ti4 Biber Pozitif 36° 80' 30" 34° 86' 64"
69 T15 Biber Pozitif 36° 80' 86" 34°86' 12"
70 T16 Patlican Negatif 36° 81' 76" 34° 88' 87"
71 T17 Patlican Negatif 36° 81' 57" 34° 88' 93"
72 TI8 Biber Negatif 36° 81' 45" 34°88' 70"
MERSIN / ERDEMLI

73 El Domates Pozitif 36° 60' 46" 34°26' 14"
74 E2 Domates Pozitif 36° 60' 55" 34°26' 22"
75 E3 Domates Pozitif 36° 60' 16" 34°27' 37"
76 E4 Domates Pozitif 36° 60' 06" 34°27' 40"
77 E5 Domates Pozitif 36° 60' 26" 34°26' 90"
78 E6 Domates Pozitif 36° 60' 58" 34°26' 42"
79 E7 Domates Pozitif 36° 60' 88" 34°25' 24"
80 ES Domates Pozitif 36° 60' 54" 34°25' 26"
81 E9 Hiyar Pozitif 36° 60' 42" 34°26' 64"
82 EI0 Domates Pozitif 36° 60' 37" 34°26' 59"
83 Ell Domates Negatif 36° 60' 48" 34°25' 81"
84 EI2 Domates Negatif 36° 60' 45" 34°25' 72"
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Cizelge 3.1.”in devami

85 El13 Domates Negatif 36° 60' 36" 34°25' 65"
86 El4 Domates Negatif 36° 60' 33" 34°25' 66"
87 El5 Domates Negatif 36° 60' 36" 34°25'90"
MERSIN / AYDINCIK

88 AY1 Hiyar Pozitif 36° 14' 69" 33°32' 24"
89 AY2 Hiyar Pozitif 36°16' 13" 33°33' 84"
90 AY3 Hiyar Pozitif 36° 16' 08" 33°36'31"
91 AY4 Hiyar Pozitif 36° 16' 25" 33°38'28"
92 AY5 Patlican Pozitif 36° 15' 90" 33°37' 55"
93 AY6 Patlican Pozitif 36° 14' 73" 33°32'23"
94 AY7 Hiyar Pozitif 36° 14' 71" 33°32'21"
HATAY / SAMANDAG

95 SD1 Domates Pozitif 36° 07' 36" 35°98' 55"
96 SD2 Domates Pozitif 36°07' 30" 35°98'57"
97 SD3 Domates Pozitif 36° 06' 92" 35°98' 80"
98 SD4 Domates Negatif 36° 06' 96" 35°99' 00"
99 SD5 Domates Negatif 36°03' 89" 35°98' 11"
100 SD6 Domates Negatif 36° 04' 03" 35°98' 23"

3.1.2. Kok-ur nematodlarinin izolasyonu
Aragtirmada her bir seradan alinan kdk-ur nematoduyla bulasik bitkiye bir
popiilasyon kodu verilmistir. Arastirma siiresince yapilan ¢aligmalar igin

izolasyonlar toplanan popiilasyonlardan elde edilmistir.

3.1.2.1. Kok-ur nematodu yumurta paketlerinin elde eldilmesi

Yumruta paketleri molekiiler ¢aligmalarda DNA kaynak materyali olarak
kullanilacak olan ikinci donem larva elde edilmesinde kullanilmisgtir.
Her bir 6rnekten 5 tekerriir olacak sekilde disi ve o disinin olusturdugu yumurta
paketi secilerek ayn1 popiilasyon kodu verilmis ve disi birey PAGE testlemelerinde
kullanilmgtir.

Seralardan rastgele 6rnekleme yapilarak getirilen urlu bitki kokleri zarar

gormeyecek sekilde su ile yikanip topragindan armdirilmistir. Her bir popiilasyon
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icin 1 yumurta paketi binokiiler altinda pens, igne ve bistiiri yardimiyla toplanip
ependorf tiiplerine koyularak +4°C muhafaza edilmistir. Toplanan yumurta

paketleri daha sonra larva elde edilmesi i¢in kullanilmigtir (Sekil 3.8.).

3.1.2.2. Kok-ur nematodu larvalarin elde edilmesi
Her bir popiilasyon i¢in toplanan 1 yumurta paketi gelistirilmis Baermann
— Huni yontemi (Hooper, 1986) ile larva elde edilmis ve DNA izolasyonu i¢in -

20°C’ de muhafaza edilmistir (Sekil 3.9.)

3.1.2.3. Kok-ur nematodu disilerinin elde edilmesi

Tanilamada kullanilan her bir popiilasyon i¢in alinan 1 yumurta paketinin
altinda olan o yumurta paketini olusturmus disi ile eslesecek sekilde disi
cikartilmistir. 0,2 ml’lik eppendorf tiiplerine 5 pl saf su koyularak cikartilan disi
tiip icine yerlestirilmistir. Etiketleme yapilarak PAGE yonteminde kullanmak ig¢in -
20 °C’de muhafaza edilmistir (Sekil 3.8.).

Aslan A. d

Sekil 3.8. Kék-ur nematodu A; yumurta paketi ile bulasik kok, B; disi
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Sekil 3.9. Gelistirilmis Baerman-Huni yontemi ile kok-ur nematodu larva elde edilme
asamalari.

3.2. Metod
3.2.1. Molekiiler Yontem
3.2.1.1. Kok-ur nematodu popiilasyonlarimin molekiiler tanilanmasi
3.2.1.1.(1). DNA ekstraksiyonu

Kok-ur nematodu popiilasyonlarinin  DNA  ekstraksiyonunda larva
kullanilarak Dong ve ark. (2001) ve Ahrens ve Seemiiller (1992)’in kullandigi
yontemlerde modifikasyonlar yapilarak uygulanmistir (Sekil 3.10.). DNA

ekstraksiyonu asagida ki basamaklara gore gerceklestirilmistir.

1- Eppendorf tiipleri igerisine igerisine konulan larva iizerine 75 ul CTAB
buffer (EK 1.) eklenerek rotor pellet pestle aleti yardimi ile ezilmis ve
iizerine 125 pl CTAB buffer eklenerek vorteks yapilmistir.

2- Ekstraksiyon 95 °C ‘de 15 dakika su banyosunda bekletilmistir.

3- Daha sonra ekstraksiyon 65°C de 30 dakika su banyosunda bekletilmistir.

4- 200 pl CTAB buffer eklenerek ekstraksiyon 400 pul CTAB buffer

tamamlanmustir.
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5- Daha sonra pargalama igin tiipler icerisine 1 birim (400 pl) chloroform/
izoamylalkol (24:1) ilave edilerek 1 dakika siireyle vorteks yapilmistir.

6- Tipler 12.000 rpm de 12 dakika santrifiij edilmistir.

7- Ust fazdan 300 ul alinarak yeni eppendof tiiplerine aktarilmustir.

8- Yeni tlipe aktarildiktan sonra iizerine 1 birim (300 pl) chloroform
eklenerek tekrar 1 dakika siireyle vorteks yapilmstir.

9- Tipler 12.000 rpm’de 12 dakika tekrar santrifiij edilmistir.

10- Ust fazadan 200 pl almarak yeni eppendoflara aktarilip tiiplerin {izerine
2/3 oraninda soguk isopropanol ilave edilip -20 °C de 20 dakika
bekletilmistir.

11- Daha sonra tiipler 12.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra
iizerindeki sivi dokiilerek, pellet %70’lik etil alkol ile yikanip oda
sicakliginda kurutulmustur.

12- Son olarak pellet 50 ul ddH,O ile ¢ozdiiriilerek elde edilen DNA’lar

kullanilincaya kadar -20 °C lik derin dondurucuya konulmustur.

Sekil 3.10. A; rotér pellet pestle, B; sogutmali santrifiij, C; DNA igeren eppendorflar

3.2.1.1.(2). Tiirlere spesifik primerler kullanilarak molekiiler tanilama
PCR c¢alismalari, kok-ur nematodlarinin molekiiler tanilamalarinda M.
incognita icin MiF/MIR, M. javanica icin FJAV/RJAV, M. arenaria icin
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FAR/RAR ve M. hapla IMV/IMV1/IMV2 spesifik primer ¢iftleri kullanilmistir
(Cizelge 3.2.).

3.2.1.1.(3). Polimeraz zincir reaksiyonu ¢calismalari (PCR)

PCR karigiminda, 2 ul DNA, 1 ul dNTPs (10 mM), 5 ul Dream Taq green
buffer (10X), 1 ul R primeri (10 pmol), 1 pl F primeri (10 pmol), 0.25 ul Dream
Taq DNA polymerase (5u/ul) ve 39,75 ul ddH,O eklenerek karigim 50 pl’ye
tamamlanarak Onceden programlanmis olan Termocycle’a konularak program
baglatilmistir. Her primer ¢ifti i¢in uygulanan PCR dongiileri Cizelge 3.3.°te

verilmistir.

Cizelge 3.2. PCR ¢alismalarinda kullanilan tiirlere spesifik primerler

Baz
Primer  Baz dizilimi (5°-3”) Tammladig1 Nematodlar  Referans
uzunlugu
FJAV GGTGCGCGATTGAACTGAGC . . Zijlstra ve
670 bp M. javanica
RIAV CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC ark., 2000
FAR TCGGCGATAGAGGTAAATGAC . Zijlstra ve
420 bp M. arenaria
RAR TCGGCGATAGACACTACAAACT ark., 2000
METH ATGCAGCCGCAGGGAACGTAGTT
F G o Correa ve
350 bp M. ethiopica
METH ark., 2014
R TGTTGTTTCATGTGCTTCGGCATC
MIF GTGAGGATTCACCTCCCCAG Meng ve
955 bp M. incognita
MIR ACGAGGAACATACTTCTCCGTCC ark., 2004
GGATGGCGTGCTTTCAAC
IMV Wishard
TTTCCCCTTATGATGTTTACCC 440 bp
IMV1 M. hapla ve ark.,
AAAAATCCCCTCGAAAAATCCAC
IMV2 2002
C
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Cizelge 3.3. Tiirlere spesifik primer ¢iftleri i¢in uygulanan Termocycle dongiileri
MIF / MIR

JMV /JMV1/
& FAR /RAR METH F/METH R
JMV2
FJAV / RJAV
95 °C’de 3 dk 95 °C’de 3 dk 95 °C’de 3 dk 95 °C’de 3 dk
95°C’de 60 sn 95°C’de 45 sn 95°C’de 30 sn 95°C’de 45 sn
59°C’de 60 sn 53°C’de 45 sn 56°C°de 30 sn 60°C"de 45 sn }+ 35 dongii
72°C’de 60 sn 72°C’de 45 sn 72°C’de 45 sn 72°C’de 45 sn
72°C’de 7 dk 72°C’de 7 dk 72°C’de 7 dk 72°C’de 7 dk

3.2.1.2. Agaroz jel elektroforez calismalari

Agaroz jel elektroforez ¢aligmalar1 Galitelli ve Minafra (1994)’nin 6nerdigi
yonteme gore yapilmistir. Primerlerin kullanilmasi ile beklenen PCR iiriinii
buyiikliiklerine gore agaroz jel konsantrasyonlari ayarlanmis olup M. incognita igin
%1°1ik, M. javanica i¢in %1.5’luk, M. arenaria ve M. hapla i¢in %2’lik agaroz jel

asagida belirtilen basamaklara gore uygulanmustir (Sekil 3.11.).

a. Konsantrasyona bagl olarak agaroz miktar1 20 ml 1x TAE buffer iceren
erlen igerisine konulmus ve aliminyum folyo ile kapatilmistir.

b. Agaroz TAE karisimi kaynayincaya ve agaroz eriyinceye kadar 1sitilmis ve
sonra hacim 20 ml’ ye ayarlanmustir.

c. Karisim tekrar 60°C’ ye kadar sogumaya birakilmis ve tank igerisine
bosaltilarak elektroforez tarag: yerlestirilmistir.

d. Jel donduktan sonra tarak dikkatli bir sekilde g¢ikartilmistir. Daha sonra
jelin lizerini 1-2 mm kaplayimcaya kadar tank icerisine TAE eklenmistir.

e. Jelde olusan gukurlara 10 pl 6rnek yiiklenmistir. Tk gukura marker (1ul
yiikleme tamponu + 1ul marker + 4ul H,O) konulmustur.

f. Daha sonra jel 1 cm’ye 5 volt olacak sekilde 90 dakika yiiriitiilmiistiir.

g. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel, oda sicakliginda 10 dakika

ethidium bromide karisimi1 (70 ml H,O + 30 pl (10 mg ethidium bromide /1
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ml H,0)) icerisinde boyanmistir. Jeldeki fazla ethidium bromide
uzaklastirilmasi i¢in 10 dk siireyle su icerisinde bekletilmistir.

h. UV transilluminatér yardimi ile jel goriintiilenmistir.

Sekil 3.11. Orneklerin jel elektroforeze yiiklenmesi ve yiiriitiilmesi

3.2.1.3. DNA dizileme ve sekans
3.2.1.3.(1). Saptanan kok-ur nematod tiirlerinin filogenetik analiz caliymalar:
PCR c¢alismalar1 sonucunda goriintiilenen ve tiirlere ait PCR {irtinleri DNA
dizilenmesi amaciyla Altigen Bio firmasimna gonderilmis ve DNA dizilemeler
yaptirtilmistir. DNA dizileme igin 46 popiilasyondan pozitif sonug¢ veren yoreleri
temsil edecek sekilde her yoreden 1 popiilasyon secilmistir. M. incognita igin
Karatas, Kazanli, Adanalioglu, Tarsus, Erdemli, Aydincik ve Samandag dan 1’er
popiilasyon 6rnegi olmak iizere toplam 7 drnek, M. javanica i¢in Kazanli, Erdemli,
Aydincik ve Samandag dan 1’er popiilasyon olmak iizere toplam 4 ornek
secilmigtir. M. incognita i¢in forward ve reverse olarak ¢ift yonlii, M. javanica igin
forward primeri ile tek yonlii olarak DNA dizileme yaptirtilmistir. Orneklere ait
dizilerden M. incognita’nin F ve R dizileri Mega X programu kullanilarak contig
(birlegtirme) yapilmigtir. M. javanica dizileri tek yonlii sentezlendigi igin
birlestirme islemi yapilmamistir. DNA dizileri daha sonra NCBI da BLAST

yapilarak kontrol edilmistir. BLAST tan sonra kendi izolatalarimiza yakin ve uzak
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izolatlar NCBI dan alinmis ve Meaga X programi kullanilarak filogenetik agac
olusturulmustur.

Izolatlarin evrimsel tarihi Neighbor-Joining metodu ile, (Saitou N. ve Nei
M. (1987) 1000 defa tekrarli olarak karsilagtirilmasi sonucunda bootstrap ile
filogenetil aga¢ olusturulmustur (Felsenstein J., 1985). Bootstrap testinde
siniflandirmada tekrarlanan agaclarin yiizdeligi boliimlerin yaninda gosterilmistir
(Felsenstein, 1985). Filogenetik agacin ¢ikarilmasi i¢in kullanilan evrimsel
uzunluklar olarak ayni bdliimlerde boliim uzunlugu ile aga¢ skala icin
cizilmigtir. Evrimsel uzunluklar Maximum Composite Likelihood metodu
kullanilarak hesaplanmistir (Tamura K., Nei M., ve Kumar S. (2004)) bu uzakliklar
her boliim i¢in baz yer degisim sayilarin {initesindedir. Her iki tiir i¢in evrimsel
analizler MEGA (X)’ de yiiriitiilmiistiir (Kumar ve ark., 2018).

M. javanica’nin filogenetik analizi i¢in agacta 17 izolata ait DNA niikleotit
dizilemesi kullanilmis, tim belirsiz durumlar, her bir dizileme bdlimi igin
uzaklastirilmisgtir.

M. incognita‘nin filogenetik analizi i¢in agagta 23 izolata ait DNA
niikleotit dizilemesi kullanilmigtir. Tiim belirsiz durumlar her bir dizileme bolimii
i¢in uzaklagtirilmisgtir.

Filogenetik analiz yardimi ile izolatlarin kendi arasinda ve diinyadaki ayni

tiire ait farkl izolatlar ile akrabalik iligkileri ortaya konulmustur.

3.2.2. Poliakrilamid jel elektroforez Yontemi (PAGE)

Meloidogyne tiirleri ig¢in enzim fenotipleri ilk kez 1971 yilinda
tanilanmistir. Toplam 27 protein ¢esidi vardir, bunlardan en yaygin olarak
kullanilan1 Esterase (EST), Malate dehydrogenase (MDH), Superoxide dismutase
(SOD) ve Glutamate oxaloacetate transaminase (GOT)’dir. Izoenzim analizi
yalnizca geng ergin disiler i¢in uygulanabilmektedir ve giivenilir bir yontemdir.
Proteinlerin izozim analizleri ve genetik cesitliliklerinde en iyi sonu¢ veren

elektroforez ortami poliakrilamid jel elektroforez (PAGE)’dir. En 6nemli avantaji;
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jel yogunlugunun kesin olarak belirlenip degistirilebilmesi olmustur. Bu sekilde
por biiyilikligliniin jel konsantrasyonu ile istenilen sekilde ayarlanmasi
saglanmigtir. Jel yogunlugunun artirilmasi, gozenek caplarinin kii¢iilmesiyle
sonuglanmig ve jel bir molekiiler elek gibi ayrigtirmay1 saglamistir. Diinyada ve
tilkemizde yaygin olarak bulunan M. incognita, M. javanica. M. arenaria ve M.

hapla’nin tanimlanmasinda kullanilmaktadir (Barker, 1985).

3.2.2.1. PAGE yontemi ile kok-ur nematodlarinin tanilanmasinda yapilan
calismalar
3.2.2.1.(1). Elektroforez yonteminde kullanilacak soliisyonlarin hazirlanmasi

Ornek buffer soliisyonunun hazirlanmasi: Ependorf tiiplerinde bulunan
her bir kok-ur nematodu disisinin ezilecegi bufferin hazirlanmasinda; cam bir kap
icerisine 5.55 ml saf su, 3.0 ml Glyserol, 1.25 ml pH 6.8’lik jel buffer ve Sug
Bromopherol Blue kimyasallar1 eklenerek elde edilen soliisyon 20 dk
karistirilmigtir. Daha sonra aliiminyum folyo ile kapli 50 ml’lik cam sisenin iginde,
+4 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Kok-ur nematodlarn1 disi bireylerinin alinmas1 ve 6rnek bufferinda
muhafazasi: Araziden toplanan urlu bitki kokleri stereo-mikroskop altinda bistiiri
yapdimiyla kesilerek, kdk pargalarinin iginden alian kdk-ur nematodu disileri her
biri ayr1 ayri, igerisinde 5 pl saf su ve 5 pl 6rnek bufferdan olusan 10 pl’lik
soliisyonda ependorf tiiplerine (her tiipe bir disi olacak sekilde) konulmustur. Daha
sonra pipet ucu ile ezilerek ekstraksiyonu yapilmis ve PAGE ydnteminde
kullanilmak tizere +4 °C’deki buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Akrilamid/Bis soliisyonunun hazirlanmasi: Elektroforezde kosturucu ve
tamamlayici jelin bir kismini olusturacak olan Akrilamid/Bis soliisyonunun
hazirlanmasinda, 100 ml saf su igerisine 29.2 g Akrilamid ve 0.8 g NN methylene
bis akrilamid 70 ml saf su igerisinde ¢Ozllmiistiir. Soliisyon +4 °C’deki

buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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Jel buffer-1 (pH: 8.8)’in hazirlanmasi: Kosturucu jelde kullanilacak
18.15 g Trizma-base, 70 ml saf suyun igerisine konulmus ve karistiricida eritilerek
pH’1 8.8’¢ ayarlandiktan sonra 100 ml’ye tamamlanmistir ve +4 °C de
buzdolabinda muhafaza edilmisgtir.

Jel buffer-2 (pH: 6.8)’nin hazirlanmasi: Bu soliisyon i¢in 6 g Trizma-
base 80 ml saf su i¢inde eritildikten sonra pH’min 6.8 olarak ayarlanmis ve saf su
ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Daha sonra +4 °C’de buzdolabinda muhafaza
edilmistir.

Amonyum Persiilfat (APS) soliisyonunun hazirlanmasi: 100 mg
amonyum persiilfat 1 ml saf suda eritilerek +4 °C’deki buzdolabinda muhafazaya
alinmustir.

N-Butanol soliisyonunun hazirlanmasi: N-Butanol soliisyonunun
hazirlanmasi i¢in %50 saf su ve %50 N-Butanol, 200 ml’lik cam sise igerisine
alinmis ve 10 sn kadar bir siire elle ¢alkalanmustir.

Elektrot buffer soliisyonunun hazirlanmasi1 (10x): Elektrot buffer
soliisyonu icin 144.0 g Glycine ve 30.3 g Trizma Base 700 ml saf su igeririnde
eritildikten sonra 1000 ml’ye tamamlanmis ve +4 °C’de buzdolabinda muhafaza
altma alimmistir. Bu bufferin elektrota konulmasi asamasinda 1X olarak
seyreltilmisgtir.

Potasyum fosfat bufferin hazirlanmasi (pH:6): Potasyum fosfat bufferin
hazirlanmasinda oncelikli olarak X1 ve X2 soliisyonlart yapilmistir. X1 soliisyonu
icin 50 ml monobasic soliisyonu 900 ml saf su igerisine eklenerek pH’s1 6 olarak
Olciilmiis ve 1000 ml’ye tamamlanmistir. X2 soliisyonunda, 25 ml dibasic
soliisyonu 400 ml saf su igerisine eklenerek pH’s1 6 olarak 6l¢iilmiis ve 500 ml’ye
tamamlanmistir. Sonra 720 ml X1 ve 180 ml X2 kimyasallar1 karistirilarak

potasyum fosfat buffer soliisyonu hazir hale getirilmistir.
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3.2.2.1.(2). Poliakrilamid jel, boyama ve fiksatif soliisyonunun yapilmasi ve
uygulanmasi

Kosturucu jelin yapilisi ve uygulanmasi (4 jel i¢cin): Kosturucu jel (%8
lik) hazirlanisinda cam beher i¢inde 9.6 ml saf su, 5.4 ml Acrylamide/BIS, 5.0 ml
jel buffer (pH: 8.8) soliisyonu, 100 pul amonyum persiilfat soliisyonu ve 10 pl
Temed ilave edilmistir. Hazirlanmis olan jel solusyonunun ikili camlardan olusan
Bio-Rad mini-jel tanklarina dolumlari yapilmistir. Dolum sirasinda hava
kabarciklarmin olugsmamasina dikkat edilmis olusacak hava kabarciklarini cam
plaka i¢indeki s1v1 dokiilmeyecek sekilde egerek kabarcigin patlamasi saglanmustir.
Sonra taraklarin gelecegi kisma kadar doldurulan bu jelin diizgiin bir sekilde
donmasini saglamak i¢in cam tabakanin bos kalan iist kismina % 50 N-Butanol
karisimdan eklenmistir. Jelin donmasi i¢in 35-40 dk’lik bir siire gegtikten sonra
cam panellerdeki sivi bosaltilmigs ve saf su ile 3 kez yikanarak n-butanol
karisimindan iyice arindirilmisgtir.

Tamamlayici jelin yapilisi ve uygulanmasi: Tamamlayici jelin (%5 1ik)
hazirlanmasinda 6.2 ml saf su, 1.3 ml Acrylamide/BIS soliisyonu, 2.5 ml jel buffer
(pH: 6.8), 10 uL Temed ve 50 pL amonyum persiilfat kullanilmistir. Donmus olan
kosturucu jelin iizerine, hazirlanan bu tamamlayici jel hava kabarcigi kalmayacak
sekilde doldurulmus ve tarak bu jelin igerisine oturtulmustur. Daha sonra 30-35 dk
donmaya birakilmistir. Tamamlayici jel donduktan sonra tarak donan jele zarar
vermeyecek sekilde yavasca ¢ikarilmigtir (Sekil 3. 12.).

Jellerin elekroforez tanklarmma yerlestirilmesi ve disi nematodlarin
jellere yiiklenmesi : Jel igeren cam plakalar elektroforez tankinin igerisine
yerlestirildikten sonra sizma yapip yapmadigina bakmak ic¢in ilk olarak jelin
bulundugu camlarin i¢ tarafina elektrot buffer1 eklenmis ve gereken seviyeye kadar
elektrot soliisyonu ile doldurulmustur Elektrot soliisyonu ile tank doldurulduktan
sonra, drnek buffer i¢inde pipet ucu ile ezilen her bir disi nematod, jelde bulunan
her bir taraga dikkatlice yiikklenmistir. Jelin sag ve sol taragina marker olarak

secilen saf kiiltiirden elde edilmis referansimiz olan Meloidogyne javanica
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konularak geriye kalan 8 taraga tiirii belli olmayan (ortiialti seralardan alinmis
popiilasyonlardan elde edilen) disilerden konulmustur. Ornekler tamamlayic1 jeli
geinceye kadar 80 Volt 13 dk, 6rnekler kosturucu jele gectikten sonra ise 200 Volt
45 dk elektrik akimina tabi tutulmustur (Sekil 3. 12.).

Elektroforez isleminden sonra elde edilen jellerin esteraz enzimine
0zgii boyama soliisyonun hazirlanmas1 ve uygulanmasi: Jelde bulunabilecek
muhtemel esteraz enzimine ait bantlarin goriinebilir hale gelmesine yardimeci
olacak boyama soliisyonunun hazirlanmasi i¢in 5 ml saf su, 5 ml Aseton, 0.1 g a-
Naftil Asetat’dan soliisyon olusturulmustur. Bu soliisyondan 6 ml alinmis ve 0.2 g
Fast Blue RR Salt ile birlikte 200 ml potasyum fosfat buffer karisimi igerisinde
eritilmesi saglanmistir. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra tanktan cam
plakalar ¢ikarilmis ve saf su igerisinde jellerin cam plakalardan ayrilmasi igin bio-
rad jel kesme aparati ile dikkatli bir sekilde cam plakalarin ayrimi saglanmustir.
Ayristirilan jeller 50 ml’lik boyama soliisyonu bulunan kaplara konulmus ve iistleri
aliminyum folyo ile kaplanarak karanlik ortamda 40-45 dk boyanmistir (Sekil 3.
12.). Boyamaya birakirken jelin soliisyon i¢inde katlanmamasina dikkat edilmis,
kaplar diizgiin bir sekilde karanlik ortama koyulmustur.

Jellerin muhafazasi icin fiksatif soliisyonu yapihsi : Karanlik ortamda
bekletilen boyama soliisyonu, jellere zarar gelmeyecek sekilde bosaltilmig ve saf su
ile 3 kez yikanmigtir. Boyamaya tabi tutulan jellerde olusmus bantlarin
bozulmadan korunmasi i¢in 140 ml saf su, 20 ml Gliserol ve 40 ml Ethanolden
olusan fiksatif soliisyonuna konulmustur. Her birine 50 ml’lik fiksatif sollisyonu
gelecek sekilde kaplara konulmus ve aliiminyum folyo ile kaplayarak daha sonra

fotograflanmak tizere karanlik ortamda muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.12. Poliakrilamid Gel Elektroforez uygulama agamalari

38



4. BULGULAR VE TARTISMA Aysenur ASLAN

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. Kok-ur nematodu popiilasyonlarinin molekiiler tanilanmasi

Dogu Akdeniz Bolgesi ortiialt1 sebze (domates, biber, patlican ve hiyar)
iretim alanlarindan toplanan popiilasyon 6rnekleri Wishart ve ark. (2002), Zijlstra
ve ark., (2000) ve Correa ve ark.,, (2014) tarafindan gelistirilen sirasiyla
IMV/IMV1/JMV2 - FAR / RAR — METH F /METH R tiire spesifik primerleri
kullanilarak PCR islemi yapilmistir.

Meloidogyne javanica’y1 belirlemek i¢in Zijlstra ve ark., (2000), tarafindan
gelistirilen FJAV/RJAV primer ¢ifti kullanarak yapilan PCR ¢aligmasi sonucunda
beklenen 670 bp biiyiikligiindeki DNA bandi goriintiilenmistir (Sekil 4.1.). Bu
testleme sonucunda testlenen 46 6rnekten 7 drnekte M. javanica saptanmustir.

M. incognita popiilasyonu Randing ve ark. (2000) tarafindan gelistirilen
MIF/MIR primer ¢ifti kullanarak yapilan PCR ¢alismasi sonucunda beklenen 999
bp uzunlugunda DNA bandi1 goriintiilenmistir (Sekil 4.2; Sekil 4.3; Sekil 4.4). Bu

testleme sonucunda testlenen 46 6rnekten 39 6rnekte M. incognita saptanmustir.
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M &P g e P S &N

3.000 bp —»

2.000 bp —»

1.500 bp —»

1.200 bp —»

1.000 bp —>

800 bp —»
700 bp —»

600 bp —»
500 bp —>

400 bp —»
300 bp —»

200 bp —»
100 bp —p

Sekil 4.1. Meloidogyne javanica’ya spesifik SCAR primerleri ile yapilan g¢alisma
sonucunda goriintiilenen 670 bp biiyiikliigiinde ki PCR iiriinleri. M: 100 bp
DNA Marker, N: PCR Mix (Su) Kontrol. KZ: Kazanli, E: Erdemli, SD:
Samandag, AY: Aydincik.

Sekil 4.2. Meloidogyne incognita’ya spesifik SCAR primerleri ile yapilan g¢alisma
sonucunda goriintiilenen 999 bp biiyiikliigiinde ki PCR {iriinleri. M: 1000 bp
DNA Marker, N: PCR Mix (Su) Kontrol. KZ: Kazanli, AL: Adanalioglu.
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R RN RN

10.000 bp—+

5.000 bp—+
4.000 bp—>
3,000 bp—+

2,000 bp—+

1.000 bp—+ +—999bp

500 bp—

200 bp—s

Sekil 4.3. Meloidogyne incognita’ya spesifik SCAR primerleri ile yapilan g¢aligma
sonucunda goriintiilenen 999 bp biiyiikliigiinde ki PCR iiriinleri. M: 1000 bp
DNA Marker, N: PCR Mix (Su) Kontrol. AL: Adanalioglu, KT: Karatas, T:
Tarsus.

M & &2 e ¢ N

10.000 bp—>
5.000 bp—
4.000 bp—>
3.000 bp—+
2.000 bp—s

1.000 bp—>

500 bp—>

200 bp—»

Sekil 4.4. Meloidogyne incognita’ya spesifik SCAR primerleri ile yapilan g¢alisma
sonucunda goriintiilenen 999 bp biiyiikliigiinde ki PCR iriinleri. M: 1000 bp
DNA Marker, N: PCR Mix (Su) Kontrol. SD: Samandag, AY: Aydincik, E:
Erdemli.
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Dogu akdeniz bdlgesinde ortiialt1 sebze tiretiminin yapildig1 Adana, Mersin
ve Hatay illeri ve ilgelerinden toplanan orneklerin tiire spesifik primer ¢iftleri
kullanilarak yapilan molekiiler (PCR) ve biyokimysal (PAGE) yontemleri ile
testlenmesi sonucunda s6z konusu Orneklerde Meloidogyne incognita ve
Meloidogyne javanica tiirleri saptanmustir.

Toplanan popiilasyonlarda 39 6rnek M. incognita ve 7 drnek M. javanica
saptanmig olup Orneklerin dagilimi; 9 Tarsus, 11 Adanalioglu, 11 Kazanli, 3
Aydincik, 1 Samandag, 1 Karatas, 3 Erdemli O6rneklerinde M. incognita
saptanirken, 2 Kazanli,, 1 Aydincik, 1 Samandag, 3 Erdemli 6rneklerinde ise M.

javanica’dir.

4.1.2. Kok-ur nematodu popiilasyonlarimin filogenetik analizi

M. javanica ic¢in filogenetik analiz ¢aligmasi, aragtirmada kullanilan 4
izolat ve GenBank tan alinan 13 izolat (Hindistan, Malezya, Cin ve Iraktan) olmak
izere toplam 17 izolatin DNA dizileri kullanilarak yapilmistir. Biitiin izolatlarin
olusturdugu filogenetik agac ana olarak farkli atadan gelen 2 soya ayrilmigtir.
Analiz etmek istedigimiz M. javanica izolatlari, Hindistan, Malezya ve Cin
izolatlarinin birlikte olusturdugu soy grubunda bunlunmus olup, Irak izolatina uzak
bir akrabalik sergilemistir. Tiirk izolatlar1, Irak izolatindan uzak olmakla beraber
kendi grubu igerisindede ¢ok azda olsa farkliliklar gostermektedir; KazM ve ErM
izolatlar1 Hindistan ve Malezya izolatlarina yakin olmakla birlikte SamH izolati
diger bir Malezya izolat1 ile AyM izolati ise Cin izolatlar1 ile yakin iligki
sergilemistir (Sekil 4.5.). M. javanica’ nin biitiin izolatlar1 kendi aralarinda %99
benzerlik gdstermektedir. Biitlin Tiirk izolatlar1 ve kendi grubu igerisinde bulunan
Hindistan, Malezya ve Cin izolatlar1 ayn1 atadan gelen bir soy sergilemis olup, Cin

izolat1 farkli bir soy uzantis1 gostermistir.
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‘ KP411879.1 Meloidogyne javanica isolate mj3 INDIA
%%

‘ KP411878.1 Meloidogyne javanica isolate pau-3 INDIA
KP411881.1 Meloidogyne javanica isolate MJms-1INDIA

KP411877.1 Meloidogyne javanica isolate mjd INDIA

Meloidogyne javanica isolate KazM TR pepper(Capsicum annuum)
Meloidogyne javanica isolate ErM TR tomato(Solanum lycopersicum)
KF041306.1 Meloidogyne javanica isolate JJK1 MALASIA

KF041292.1 Meloidogyne javanica isolate FJK9 MALASIA

Meloidogyne javanica isolate SamH TR tomato(Solanum lycopersicum)

KF0413071 Meloidogyne javanica isolate JJK2 MALASIA

9% | KF041301.1 Meloidogyne javanica isolate FJT20 MALASIA
o9% | KFO41311.1 Meloidogyne javanica isolate JJK6 MALASIA

Meloidogyne javanica isolate AyM TR cucumber(Cucumis sativus)

JN005834.1 Meloidogyne javanica isolate ZCf CHINA

JN005836.1 Meloidogyne javanica isolate GNk CHINA

JN005835.1 Meloidogyne javanica isolate GNs CHINA

95%

MG682573.1 Meloidogyne javanica isolate SH2 IRAQ

—

0.00050

Sekil 4.5. Meloidogyne javanica izolatlarina ait filogenetik analiz

M. incognita i¢in filogenetik analiz caligmasi, arastirmada kullanilan 7
izolat ve GenBank tan alinan 16 izolat (Malezya, Hindistan, Cin, Tayland ve
Endonezya) olmak iizere toplam 23 izolatin DNA dizileri kullanilarak yapilmistir.
Biitiin izolatlarin olusturdugu filogenetik agac ana olarak farkli atadan gelen 2 soya
ayrilmigtir. Analiz etmek istenilen M. incognita izolatlari, Malezya, Cin ve
Hindistan izolatlarinin birlikte olusturdugu soy grubunda bunlunmus olup, Tayland
ve Endonezya izolatlarina uzak bir akrabalik sergilemistir. Tiirk izolatlari, Tayland
ve Endonezya izolatlarindan uzak olmakla beraber kendi grubu icerisinde de ¢ok az
da olsa farkliliklar gostermektedir; KazM, AdM, KarA, AyM ve SamM izolatlar1
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Hindistan, Malezya ve Cin izolatlarina yakin olmakla birlikte ErM ve TarM
izolatlar1 kendi grubu igeriasinde ayni soy sergilemekle birlikte Cin izolatlarina
daha yakin bir akrabalik sergilemistir. M. incognita izolatlar1 igerisinde Karatas,
Kazanli, Adanalioglu, Aydincik, Samadag izolatlar1 birbirileri ile %100 benzerlik
gostermekte olup, biitiin Tiirk izolatlar1 ve kendi grubu igerisinde bulunan Malezya,
Hindistan ve Cin izolatlar1 ayni atadan gelen bir soy sergilemis olup, Tayland ve

Endonezya izolatlar1 ise farkli bir soy sergilemistir (Sekil 4.6.).

%
KF041333.1 Meloidogyne incognita isolate FIT20 MALAYSIA

o KF041334.1 Meloidogyne incognita isolate FIT21 MALAYSIA
"l

KF041331.1 Meloidogyne incognita isolate FIT18 MALAYSIA

KF041328.1 Meloidogyne incognita isolate FIK1 MALAYSIA
Meloidogyne incognita isolate KazM TR pepper(Capsicum annuum)
Meloidogyne incognita isolate AdM TR pepper(Capsicum annuum)
Meloidogyne incagnita isolate KarA TR cucumber(Cucumis sativus)
Meloidogyne incognita isolate AyM TR cucumber(Cucumis sativus)
Meloidogyne incognita isolate SamH TR tomato(Solanum lycopersicum)
97% | KP411876.1 Meloidogyne incognita isolate OP 5 PAU INDIA

KP411873.1 Meloidogyne incognita isolate OPFrz INDIA

KP411872.1 Meloidogyne incognita isolate Op 6 PAU INDIA
JN005842.1 Meloidogyne incognita isolate GNg CHINA

KP411871.1 Meloidogyne incognita isolate OPT5 INDIA

JN005840.1 Meloidogyne incognita isolate GLs CHINA

Meloidogyne incognita isolate ErM TR tomato(Solanum lycopersicum)
Meloidogyne incognita isolate TarM TR eggplant(Solanum melongena)
JN005841.1 Meloidogyne incognita isolate JS2 CHINA

KP411875.1 Meloidogyne incognita isolate OPsh3 INDIA
KF913680.1 Meloidogyne incognita CM1 genomic sequence THAILAND
o KP234265.1 Meloidogyne incognita isclate MALINO INDONESIA

4% ﬂ(P253749.1 Meloidogyne incognita M3 genomic sequence INDONESIA
KR338354.1 Meloidogyne incognita INDONESIA

93%

86%

0.10

Sekil 4.6. Meloidogyne incognita izolatlarina ait filogenetik analiz

44



4. BULGULAR VE TARTISMA Aysenur ASLAN

Saptanmis olan izolatlarin kendi arasindaki ve NCBI’dan aldigimiz
diinyadaki farkli izolatlar ile akrabalik iligkilerinin ortaya konulmasi amaciyla
izolatlara ait DNA dizileri kullanilmistir. Dogu Akdeniz Bolgesi’nde kok-ur
nematodlar1 ile yapilan sorvey sonucu literatiir molekiiler ve biyokimyasal

yontemler ile glincellenmis olup, soy agact olusturulmustur.

4.1.3. Kok-ur nematodu PAGE yontemi bulgular:

Dogu Akdeniz Bdlgesi’'nden toplanan kok-ur nematodu orneklerinden
molekiiler yontemler ile tanilanmig olan 46 popiilasyon poliakrilamid jel
elektroforez yontemi ile esteraz enzimleri agisindan testlenmistir. Testlemeler
sonucunda kullanilan referans izolatlarin esteraz profilleri (Sekil 4.7.) molekiiler
calismalar sonucunda tanilanmis olan 7 M. javanica izolatmin, M. javanica esteraz
profiline sahip oldugu ve sonugta bu 7 izolatinda M. javanica oldugu PAGE
yontemi ile desteklenmistir (Sekil 4.8.). Diger saptanan 39 M. incognita izolatinin
da M. incognita esteraz profiline sahip oldugu ve sonugta bu 39 izolatin M.
incognita oldugu PAGE yontemi ile desteklenmistir (Sekil 4.9; Sekil 4.10; Sekil
4.11; Sekil 4.12; Sekil 4.13). Molekiiler ve biyokimyasal analizlerden elde edilen
sonuglar birbirleri ile uyum gostermistir. (Cizelge 4.1.). Bu tiir arastirmalarda her
iki yontemin de ardisik olarak birlikte kullanilmasi test sonuglarin giivenilirligi

acisindan 6nem arz etmektedir.
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Band Rm
No. | (x100)
1| 2250
2 | 2006
0- 3| w
4 | 3860
5| 3950
10 - 6 40.69
7 | 4100
. g8 | 4120
g 9 | 470
s 10 | 4418
£ - - - 1| 4450
& 2| 4535
3 —_ = B3| 4%
4 - —p! —f 5 =3 =S s 4 7 14| 430
-2 - () " =|1 - 15 48.83
- — 13 16 | sts
50 - 15 -G - =S 1| st
=i 18 | s40

60

Estphenotypes A2 Mf3 VSI HI Il 12 J3 J2a VSI-S1 Mp3 Rsl Ep2

Meloidogyne spp. Ma Mf Mg Mh Mi Mi M} M Mwm Mp MsplMsp2

Sekil 4.7. Meloidogyne spp. esteraz enzim fenotipleri teshis anahtari Esbenshade ve
Triantaphyllou (1985)’e gore dizayn edilmistir.A2: M. arenaria; Mf3: M.
floridensis; VS1: M. graminicola; H1: M. hapla; I1 & I12: M. incognita; J3 &
J2a: M. javanica; VS1-S1: M. mayaguensis; Mp3: M. partityla; Rsl:
Meloidogyne sp.1; Ep2: Meloidogyne sp. 2. (Brito ve ark., 2008).
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Meloidogyne javanica —————~« |\ M

Sekil 4.8. M. javanica izolatlarina ait esteraz enzim profilinin poliakrilamid jelde J3
fenotipi.1-2: Kazanli Bolgesi, 3-5: Erdemli Bolgesi, 6: Aydincik Bolgesi, 7:
Samandag Bolgesi. M: Marker - Referans popiilasyon (Meloidogyne javanica)

Meloidogyne incognita ———— M

Sekil 4.9. M. incognita izolatlarina ait esteraz profili poliakrilamid jelde 1-4-6-8: I1
fenotipi, 2-3-5-7: 12 fenotipi. 1-8: Kazanli Bolgesi. M: Marker - Referans
popiilasyon (Meloidogyne javanica)
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M ~——— Meloidogyneincognita —_______, ©

Sekil 4.10. M. incognita izolatlarina ait esteraz profilleri poliakrilamid jelde 3-8: I1
fenotipi, 1-2-4-5-6-7: 12 fenotipi. 1-3: Kazanli Bolgesi, 4-8: Adanalioglu
Bolgesi. M: Marker - Referans popiilasyon (Meloidogyne javanica)

M v Meloidogyne incognita M

Sekil 4.11. M. incognita izolatlarina ait esteraz profili poliakrilamid jelde 1-7: 11 fenotipi,
8: 12 fenotipi.1-6: Adanalioglu Boélgesi, 7: Karatas Bolgesi, 8: Samandag
Bolgesi. M: Marker - Referans popiilasyon (Meloidogyne javanica)
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M Meloidogyne incognita

—_— M

Sekil 4.12. M. incognita izoaltlarima ait esteraz profili poliakrilamid jelde 1-8: 11 fenotipi.
1-8: Tarsus Bolgesi. M: Marker - Referans popiilasyon (Meloidogyne
javanica)

Meloidogyne incognita

Sekil 4.13. M. incognita izolatlarima ait esteraz profili poliakrilamid jelde 1-2-3: I1
fenotipi, 4-5-6-7: 12 fenotipi. 1: Tarsus Bolgesi, 2-4: Erdemli Bolgesi, 5-7:
Aydincik Bolgesi. M: Marker - Referans popiilasyon (Meloidogyne javanica)
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Nematodlarda yaklasik olarak 10 farkli esteraz bulunmaktadir. Bu
esterazlarin  sayist ve biyiklikleri nematod tiirleri arasinda farklilik
gostermektedir. Bilinen tiirlerdeki (M. javanica) esteraz profili, PAGE’de marker
(referans popiilasyon) olarak kullanilmaktadir.

Diger yandan esteraz sayilart ve biyiikliikkleri nematodlarda tiir
teshislerinde hem giivenilir ve hemde molekiiler yontemleri kontrol etmede ¢ok
onemli bir yontemdir. Poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) yontemi kullanilarak
izolatlarin esteraz profilleri ortaya konulmus ve bu sekilde molekiiler yontemler
onaylanarak tiir teshisi tam anlamiyla gerceklestirilmistir.

M. incognita ile M. luci’nin perinal bolgelerini birbirinden ayirt etmek
olduk¢a zordur. M. incognita, M. ethiopica, M. luci akrabalik iligkileri yakin
derecededir ve bunlar1 ayirt etmenin en iyi yolu esteraz enzimi fenotipidir (Geric
Stare ve ark., 2018).

Aydmh ve ark. (2018), 2013 yilinda Samsun ilinde morfolojik olarak
tanimladigit M. ethiopica’y1 Poliakrilamid Jel Elektroforez yontemi ile esteraz
enzimlerine bakarak 2017 yilinda M. luci olarak rapor etmistir. Benzer sekilde
Slovenya, Yunanistan ve Italya’da M. ethiopica, M. luci olarak yeniden

tanimlanmistir (Aydinli ve Mennan, 2018).

Cizelge 4.1. Dogu Akdeniz Bolgesinden Meloidogyne tiirlerinin molekiiler ve biyokimyasal
analiz sonuglarinin karsilagtirilmasi

. Primerler
Orneklerin
Jand Kod Konuk¢u EST Bulunan
toplandig1 o o IMV/ .
) bitki MIF/  FJAV/ FAR/ METHF/  lurler
bolge IMV/
MIR RJAV RAR METHR
JMV2
Adana/ . .
KT1 Domates + + - - - - M. incognita
Karatas
KZ1 Biber + + - - - - M. incognita
Mersin/ - . -
K74 Biber + + M. incognita
Kazanh
KZ5 Biber + - + - - - M. javanica
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Cizelge 4.1.”in devami

KZ6 Biber + + M. incognita
Kz7 Biber + + M. incognita
KZ8 Biber + + M. incognita
K79 Biber + + M. incognita
KZ10  Biber + + M. incognita
KZ11  Biber + + M. incognita
KZ12  Biber + + M. incognita
KZ13  Biber + + M. incognita
KZ14  Biber + + M. incognita
KZ15  Biber + - M. javanica
AL1 Biber + + M. incognita
Mersin/ AL2 Biber + + M. incognita
Adanahoglu AL3 Biber + + M. incognita
AL4 Biber + + M. incognita
AL6 Biber + + M. incognita
AL7 Biber + + M. incognita
ALS Biber + + M. incognita
AL9 Biber + + M. incognita
AL10  Biber + + M. incognita
AL11  Biber + + M. incognita
AL13  Biber + + M. incognita
T3 Patlican + + M. incognita
T4 Biber + + M. incognita
TS Patlican + + M. incognita
T6 Patlican + + M. incognita
Mersin/ Tarsus  T7 Patlican + + M. incognita
T8 Biber + + M. incognita
T11 Biber + + M. incognita
T13 Biber + + M. incognita
T14 Biber + + M. incognita
E1l Domates + - M. javanica
E2 Domates + - M. javanica
Mersin/ E3 Domates + + M. incognita
Erdemli ES Domates + + M. incognita
E6 Domates + + M. incognita
E8 Domates + - M. javanica
Mersin/ AY2 Hiyar + + M. incognita
Aydmak AY3 Hiyar + M. incognita
AY4 Hiyar + - M. javanica
AY5S Patlican + + M. incognita
Hatay/ SD2 Domates + - M. javanica
Samandag SD3 Domates + + M. incognita

+ : Pozitif, -: Negatif
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Bu ¢alismada poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) ile esteraz enzimlerine
bakilarak teshis anahtar1 yardimi ile (Esbenshade ve Triantaphyllou, 1985) teshisi
yapilmig, M. incognita ve M. javanica bulunarak yapilan molekiiler galigmay1
desteklemistir. M. incognita’nin I1 ve 12 esteraz enzim fenotipleri M. javanica’nin

J3 esteraz enzim fenotipi saptanmistir. PCR ve PAGE sonuglart birbirlerini

destekler sekilde bulunmustur.

52



5. SONUCLAR VE ONERILER Aysenur ASLAN

5.SONUCLAR VE ONERILER

Kok-ur nematodlarinin ortiialt1 sebze iiretim alanlarinda bulunan tiirlerin
saptanmasi ve karakterizasyonun yapilmasi amaciyla, 2018 yili Nisan-Mayis-
Haziran aylarinda arastirmanin yiriitiildiigii alanlarda yapilan sérveylerde 100 adet
sebze {iretim seralarindan rastgele Ornekleme yapilmistir.  Toplanan
popiilasyonlarin 46 tanesi simptomolojik olarak kok-ur nematoduyla bulasik
bulunmustur. S6z konusu 46 adet popiilasyonun SCAR primerler kullanilarak PCR
yontemi ile testlenmesi sonucunda Kazanli, Aydincik, Erdemli ve Samandag’dan
toplanan 7 adet ornekte M. javanica saptanmis olup testlenen Ornekler {izerinden
bulagiklik orani1 %15.2 olarak belirlenmistir. Karatas, Tarsus, Adanalioglu, Kazanli,
Erdemli, Aydincik, ve Samandag’dan toplanan 39 adet ornekte M. incognita
saptanmis olup testlenen Ornekler iizerinden bulasik oran1 %84.7 olarak
belirlenmistir. Bulunan PCR sonuglar1 Tiirkiye’deki kok-ur nematodlarinin
morfolojik ve molekiiler yomtemler ile tanilamasi ¢alismasindaki Dogu Akdeniz
Bolgesi’ni kapsayan galigmalar ile paralellik gostermektedir (Ozarslandan ve
Elekcioglu, 2010; Sogiit ve Elekcioglu, 2000; Elekcioglu ve Uygun, 1994).

Filogenetik analizlerde yoreleri temsil eden 4 adet M. javanica izolat1 ve
diger 13 diinya izolatt (Hindistan, Malezya, Cin ve Irak) 2 farkli grupta
toplanmigtir. Analiz etmek istedigimiz M. javanica izolatlari, Hindistan, Malezya
ve Cin izolatlarnin birlikte olusturdugu soy grubunda bunlunmus olup Irak
izolatina uzak bir akrabalik sergilemistir. Tiirk izolatlari, Irak izolatindan uzak
olmakla beraber kendi grubu igerisindede ¢ok azda olsa farkliliklar gostermektedir;
KazM ve ErM izolatlar1 Hindistan ve Malezya izolatlaria yakin olmakla birlikte
SamH izolat1 diger bir Malezya izolat1 ile AyM izolat1 ise Cin izolatlar1 ile yakin
iliski sergilemistir. Biitliin tiirk izolatlar1 ve kendi grubu igerisinde bulunan
Hindistan, Malezya ve Cin izolatlar1 ayn1 atadan gelen bir soy sergilemis olup, Cin

izolat1 farkl1 bir soy uzantisi gdstermistir.

53



5. SONUCLAR VE ONERILER Aysenur ASLAN

Yoreleri temsil eden 7 adet M. incognita izolat1 ve diger 16 diinya izolati
(Malezya, Hindistan, Cin, Tayland ve Endonezya) olmak iizere toplam 23 izolat
kullanilarak yapilmistir. M. incognita’ya ait biitiin izolatlar olusturdugu filogenetik
agag 2 farkli grupta toplanmigstir. Tirk izolatlari, Tayland ve Endonezya
izolatlarindan uzak olmakla beraber kendi grubu igerisinde de c¢ok az da olsa
farkliliklar gostermektedir; KazM, AdM, KarA, AyM ve SamM izolatlar
Hindistan, Malezya ve Cin izolatlarina yakin olmakla birlikte ErM ve TarM
izolatlar1 kendi grubu igeriasinde ayni soy sergilemekle birlikte Cin izolatlarina
daha yakin bir akrabalik sergilemistir.

Dogu Akdeniz Boélgesi’ndeki biitiin M. javanica ve M. incognita
izolatlariin ilk defa Poliakrilamid Jel Elektroforez (PAGE) yontemi ile
biyokimyasal analiz yapilarak esteraz enzim profilleri kontrol edilmistir. Dort
yoreden toplanan 7 drnekte saptanan ve karakterizasyonu yapilan M. javanica, yedi
yoreden toplanan 39 Ornekte saptanan ve karakterizasyonu yapilan M.
incognita’nin gercekten dogru tiirler oldugunu onaylamak igin biitiin &rnekler
esteraz enzim profillerinin kontrolii i¢in PAGE yontemleri ile tekrar analiz
edilmistir. M. incognita esteraz enzimi profilleri 11 ve 12, M. javanica esteraz
enzim profile J3 olarak saptanmigtir. Saptanan esteraz enzimleri Pais ve Abrantes
(1989), Carnerio ve ark. (1996, 2000), Castro ve ark. 2003, Cofcewicz ve ark. 2004
ve Kolombia ve ark. 2017 arastirmalarindaki 2 esteraz enzimi (I1 ve 12) ile benzer
fenotipler olup bu ¢aligmalar ile paralellik gostermistir. PAGE yonteminde esteraz
profilleri goriintiilenmesi sirasinda M. javanica (J3) referans popiilasyon olarak
kullanilmigtir. Biyokimyasal analiz sonuglar1 gostermistir ki, spesifik primer ¢ifti
kullanilarak yapilan PCR sonucunda Orneklerde saptanan M. javanica ve M.
incognita tiirlerinin gergekten dogru tiirler olup PCR ve PAGE sonuglari
birbirlerini desteklemistir. Arastirmada kullanilan biitlin test sonuglar1 géstermistir
ki nematod tiirlerinin teshis ve karakterizyonunda molekiiler (PCR) ve 6zellikle
biyokimyasal (PAGE) yontemlerin birlikte ve birbirlerini denetleyici olarak

kullanilmasi tiir teshisinin dogru ve giivenilir sekilde yapilmasi agisindan
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onemlidir. Dogu Akdeniz Bolgesi’ndeki kok-ur tanilama calismalart ayrintili bir
sekilde giincellenmistir.

Kok-ur nematodlariin dogru tanilanmasi miicadelenin basarisinda
onemlidir. Bu arastirma ve benzeri caligmalar ileri ki dayaniklilik ve 1slah
caligmalarina 6nemli katkilar saglayacagi ve yon verebilecegi diisiiniilmektedir.

Kok-ur nematodlarinin toprak {istiinde simptomolojik belirtileri diger
hastaliklarla 6zellikle bitki besin elementi eksiklikleriyle benzerlik gostermektedir.
Bu yiizden bu konuda bilgi sahibi olmayan iireticilerin bilgilendirilmesi ve kok-ur
nematoduna karsi ilk olarak kimyasal miicadeleden ziyade uygun alternatif
miicadele yontemleri kullanilmalidir. Ureticiye ekim ndbeti, miinavebe ydntemleri
ve dayanikli ¢esit kullanim1 benimsetilmelidir. Solarizasyon uygulayarak toprak
sicakligmin yiikseltilmesiyle toprakta kalan yumurta paketi ve ikinci donem larva
sayilarinin  azaltilmast yoniinden nematod miicadelesinde oOnemli oldugu
bilinmektedir. Kdk-ur nematodlar1 ¢ogunlukla sulama suyuyla yayilmaktadir. Bu
yilizden bulasmanin oldugu arazilerde damlama sulama sistemi uygulanmali ve asir1
sulamadan ka¢milmalidir. Duyarli c¢esitlerinde yoreden alinan farkli kok-ur
nematodu (Meloidogyne spp.) popiilasyonlarda farkliliklar goriilmistir. Kok-ur
nematodu tiiriine kars1 dayanikl bitki tiirlerinin bolgede kullanilmasi bu zararlinin

miicadele stratejilerinin yonetilmesi onerilmektedir.
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