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OZET

Bu ¢alismada, Diyarbakir ili hevsel bahgelerinde yetistiriciligi yapilan sebze
alanlarinda bulunan kok-ur nematodlar: tespit edilerek yayilimlari belirlenmistir. 2019-
2020 yillarinda Diyarbakir ili hevsel bahgelerinde yetistiriciligi yapilan sebze alanlarinda
her bir tarladan 5 ila 10 bitki kok 6rneginin alindig1 50 ayr1 sebze tarlasinda 6rnekleme
yapilmigtir. Ornekleme yapilan tarlalardan elde edilen kokler kok-ur skalasina gore
degerlendirilmistir. Urlu koklerden elde edilen nematodlarin, perineal patterns (anal
kesit) ve PAGE (Poliakrilamid Jel Elektroforez) kullanilarak morfolojik ve biyokimyasal
yontemler ile teshisi yapilarak yayilimi belirlenmistir. Kék-ur nematodu tiirlerinde tiire
spesifik olan anal kesitler disi bireylerden alindiktan sonra preparatlari hazirlanmistir.
Hazirlanan bu preparatlarin 151k mikroskobu altinda fotograflari ¢ekilmistir. Elde edilen
fotograflar daha Once literatiir’de var olan perineal anahtar1 ile karsilagtirilarak
morfolojik olarak tiir teshisleri yapilmistir. Perineal patterns (anal kesit) yontemine
tamamlayict olarak PAGE (Poliakrilamid Jel Elektroforez) yontemi uygulanmigtir.
PAGE yonteminde %8’lik poliakrilamid jeller iizerinde olusan her bir nematod’un
disisine ait protein yapisinda mevcut esteraz enziminin olusturdugu protein bantlarinin
UV ve beyaz isikta fotograflar1 g¢ekilmistir. Cekilen bu fotograflar esteraz fenotip
anahtar ile karsilastirilarak tiir teshisine gidilmistir. Tespit sonucunda teshisi yapilan bu
nematodlarin Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica ve Meloidogyne arenaria
ad1 verilen tiirlere ait oldugu kullanilan her iki teshis yontemi ile ortaya cikarilmstir.
Diyarbakir ili hevsel bahceleri sebze alanlarinda yapilan sorvey sonucunda taranan

alanin yaklagik %44 linlin kok-ur nematodlari ile bulasik oldugu tespit edilmistir.
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ABSTRACT

In this study, root-knot nematodes found in vegetables grown in Hevsel gardens in
Diyarbakir province were identified and the nematode distribution was determined.
Overall, 5 to 10 plant root samples for each of 50 different Hevsel gardens vegetable fields
were sampled in 2019-2020. The root galling index scale was performed and nematodes
obtained from roots were subjected to morphological and biochemical methods including
perineal patterns (anal section) and PAGE (Polyacrylamide Gel Electrophoresis) for the
identification. Anal sections taken from individuals females were photographed under the
light microscope identified morphologically. PAGE (Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
method was applied as a supplement to the perineal patterns (anal section) method. In the
PAGE method, the protein bands formed by the esterase enzyme of each nematode in 8%
polyacrylamide gels were photographed in white light. Species identification was made by
comparing the esterase phenotype band for each gel. Both diagnostic methods in this study
revealed that nematodes found in Hevsel gardens vegetable fields were consisted of
Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica and Meloidogyne arenaria species. The
study concluded that approximately 44% of the surveyed area was infested with root-knot

nematodes.
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1.GIRIS

Diyarbakir ili ve ilgelerinde toplam 122.327 ha alanda 373.243 ton sebze {iretimi
mevcuttur. Uretilen miktar bakimindan Tiirkiye sebze iiretimi icindeki pay1 patlicanda
%2.98, biber’de %1.02 domateste ise %0.68 oldugu rapor edilmektedir (TUIK 2020).
Tiirkiyede ekonomik olarak iiretimi yapilan kiiltiir bitkilerinde dogrudan ya da dolayl
sekilde tahribata neden olan bir¢ok zararli, yabanci ot ve hastalik bulunmaktadir. Bu
zararlilardan biri olan bitki paraziti nematodlar, biitiin tarimsal sistemlerin ciddi zararlilari
olup, dnemli ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (Davies ve Elling 2015). Kayiplara
neden olan baslica 6nemli nematodlar, Meloidogyne, Heterodera ve Globodera tiirleridir
(Trudgill ve Blok, 2001; Lilley ve ark. 2012). Nematodlar, karasal ve sulak habitadlar dahil
olmak {iizere bircok iklime adepte olmus ve bundan dolay1 ¢cok genis bir alanda dagilim
gosterebilen bitkiler, hayvanlar ve insanlarda parazit olarak yasamini devam ettirebilen
nematoda subesine bagli hayvansal organizmalardir (Boag ve Yeates 1998). Bitki paraziti
nematod tiirleri genelde 400 um ile 5 mm arasinda seffaf segmentsiz, dolasim ve solunum
organlari olmayan canli grubudur (Kepenekgi, 2012). Bitki paraziti nematodu olan
Meloidogyne tiirleri yasamlarinin biiyiik bir boliimiint stilet denilen agiz yapilar ile
bitkilerin kilcal koklerinden emgi yaparak beslenen gozle gorillemeyen mikroskobik
canlilardir. Bu nematodlar bitkilerin topraktan su ve besin madde alimimni engelleyerek
bitkide gozle goriiliir sekilde tahribata neden olurlar. Kok-ur nematodu bitkinin tiim
kisimlarinda zarar olusturmakla birlikte en belirgin zararmi koklerde olusan urlanma ile
gostermektedir. Konukgu bitki koklerinde Meloidogyne tiirlerinin bulasiklilik oran1 yiiksek
ise bitkiler tamamen kuruyup bitkinin Glimiiyle sonuglanabilir (Thorne, 1961). Bitki
parazit nematodlarinin Diinya tarimina kayiplarinin yilda 78 (Barker ve ark., 1994) ila 100
milyar dolar civarinda oldugu tespit edilmistir (Sasser, 1987). Diinyada tropik ve subtropik
iklimin hakim oldugu bdlgelerde, 6zellikle kumlu-tinli topraklarda yetistirilen kiltiir
bitkilerinde zarara neden olan, en énemli bitki paraziti nematod gruplarindan birisi kok-ur
nematod (Meloidogyne) tiirleridir. Yapilan ¢alismalarda; (Johnson et al. 1974). Kanada’da
sadece sera alanlarinda kok-ur nematodlarindan dolay1 ortaya ¢ikan {iiriin kaybinin domates
bitkisinde %42, Lamberti (1978) ise italya’da %50 oraninda oldugunu ifade etmistir. Bazi
bolgelerde kok-ur nematodlarinin sebep oldugu iiriin kaybimmin % 50 - % 60 civarinda
oldugu tahmin edilmektedir (Johnson et al. 2005). Tiirkiye’de 6zellikle ortiialti sebze
tiretiminin yapildigr alanlarda koék ur nematodlarindan kaynaklanan {iriin kayiplari

olusmaktadir (Devran ve Sogiit 2010). Kaskavalc1 ve Onciier, (1999) bu oranin domates ‘te



%80,1’e kadar ulasabilecegini bildirmistir. Bitki paraziti nematodlarin Diinya ¢apinda iiriin
veriminde yillik 157 milyar dolara kadar kayiplara sebep olmaktadir (Chariou ve
Steinmetz, 2017).

Ozellikle sebze yetistirilen alanlarda ekonomik zarara neden olan Kok-ur
nematodlarmin bugiine kadar diinyada 98 tiirii tanimlamasi yapilmistir (Jones ve ark.
2013). Diinya’nin tropik ve subtropik iklimin hakim oldugu bolgelerde yapilan
calismalarda ekonomik éneme sahip en yaygin dort kok-ur nematod tiiriiniin: Meloidogyne
incognita Chitwood 1949, M. javanica Chitwood 1949, M. arenaria Chitwood 1949 ve M.
hapla Chitwood 1949 oldugu tespit edilmistir (Netscher and Sikora, 1990). Tiirkiye’de
2011 yilina kadar gerceklestirilen arastirma bulgularina gore 48 farkli lokasyonda, 66 ayr1
konukc¢uda 8 kdk-ur nematodu tiirii tespit edilmisken son yillarda yapilan ¢alismalarla
birlikte toplam 10 kdk-ur nematodu tiiriiniin (M. luci, M. incognita, M. javanica, M. hapla,
M. arenaria, M. chitwoodi, M. thamesi, M. acrita, M. exiqua, M. artiellia) bulundugu,
bunlardan M. arenaria ve M. hapla’nin ender rastlanan tiirlerden oldugu bildirilmistir M.
incognita, M.javanica ve M. arenaria tiirlerinin sebze tariminin yogun sekilde yapildig
alanlarda ekonomik olarak Onemli kayiplara neden oldugu rapor edilmistir (Yiiksel,
1966;Y1ksel, 1967; Yiksel, 1974; Elekcioglu, 1995; Elekcioglu ve Uygun,
1994;Elekcioglu ve ark., 1994; Mennan ve Ecevit, 1996; Sogiit ve Elekcioglu,
2000;Kepenekci ve ark., 2002; Ozarslandan ve ark.,, 2009; Ozarslandan ve
Elekcioglu,2010; Cetintas ve Cakmak, 2011; Aydinli ve ark., 2013; Uysal ve ark.,
2017;Aydinli ve Mennan, 2018).

Diinyada ekonomik zararlara neden olma agisindan en dnemli grup olan kok-ur
nematodlar1 kalic1 endoparazitik olarak yasayan nematodlardir ve konukgulariyla gelismis
iliski igerisindedirler (Trudgill and Blok, 2001). Bitkinin kok dokusunda kalic1 endoparazit
olarak yasayan kok-ur nematodlarinin ¢ok sayida konukcularinin olmasi, hayat
dongiilerinin kisa olmasi ve iireme kabiliyetlerinin yiiksek olmasi miicadelesini oldukca
zorlastirmaktadir (Manzanilla-Lopez et al. 2004, Trudgill and Blok 2001). Meloidogyne
tiirlerinin miicadelesinde cogunlukla ekim nobeti, solarizasyon, dayanikli c¢esitlerin
kullanim1 ve kimyasal miicadele uygulamalar1 yer almaktadir (Young, 1992; Roberts,
1992; Sijmons ve ark., 1994; Gheysen ve ark., 1996; Tzortzakakis ve ark., 1999; Tytgat ve
ark., 2000). Nematod varhigi tespit edilmis herhangi bir bdélgede tarimsal {iiretimin
korunmasi ve iiretimin sekteye ugramamasi i¢in nematodlarla miicadelenin basarili olmast

sarttir. Meloidogyne tiirlerinde etkili nematod miicadele yonteminin se¢imi, Gzellikle



kimyasal miicadele yonteminde son yillarda farkindalik olusturan fazla ve yanls
kimyasallarin kullanimiyla diren¢ kazaniminin 6niine gegmek i¢in var olan bitki paraziti

nematodu tiirlerinin teshis ve tanisinin dogru sekilde yapilmasina baglhdir.

Kok-ur nematodlarinin tiir teshisinde ¢ogunlukla dort yol izlenmektedir. Bunlar:
morfolojik karakterler, sitogenetik, degisik bitki konukgularinin kullanilmasi ve protein
izozomlaridir. Kok-ur nematodlarinin tiir teshisinde kullanilan morfolojik karakterlerden en
onemlisi, disi bireylerin vulva ve aniis kisimlarimi igeren anal kesitleridir (Hooper, 1986;
Jepson, 1987). Morfolojik olarak kok-ur nematodlarinin teshisi ilk olarak 1949 yilinda
Chitwood tarafindan tamimlamis ve daha sonra bes Meloidogyne tiiriinii vulva ve aniisii
cevreleyen kutikiiler isaretler veya desenlerden ayirt edilebilen perineal kesit model yontemi
gelistirilmistir (Taylor ve Sasser, 1978). Nematod tiirlerinin teshisinde disinin, erkegin ve
ikinci donem larvanin morfolojisi kullanilmaktadir. Meloidogyne tiirlerinin ayrimlarinda
kullanilan morfolojik Kriterlerden en 6nemlisi disi bireylerin vulva-aniis kisimlarini igeren
perineal desenleridir (Hooper, 1986; Jepson, 1987). Tiirlerinin birbirine benzerligi nedeniyle
morfolojik ozellikleri dikkate alinarak teshis etmek belirli derecede karmasik ve zordur
(Taylor ve Sasser, 1978; Jepson, 1987).

Poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) yontemi taksonomi, sistematik ve
popiilasyon genetiginde oldugu gibi kok-ur nematodlarinin tanisinda yararliligi ispatlanmis
bir yontemdir. Bu yontemde bazi spesifik proteinler kullanilarak, kok-ur nematodlart ve
tarimsal a¢idan Onemli diger bitki paraziti nematodlarin birbirinden ayirt edilmesi
saglanmaktadir. Bu teknige konu olan ‘‘elektrokinetik goriingii’’ ilk defa, 1807 yilinda,
Ferdinand Frederic Reuss tarafindan bulunmustur. Bu biyokimyasal yontemin kok-ur
nematodlarin teshisinde morfolojik yontemlere ek olarak kullanilmasina 1970’li yillarda
baslanmistir. Akrilamid polimerlerin sentetik olarak elde edilmesinden sonra PAGE
(Poliakrilamid jel elektroforezi) yontemi ile tiire spesifik esteraz, malat dehidrojenaz,
stiperoksit dizmutaz, glutamat okzalasetat transaminaz gibi bazi enzim fenotipleri
belirlenmisg ve tiirlerin teshisinde kullanilmaya baglanmistir (Dickson ve ark., 1971; Hussey
ve ark., 1972; Dalmasso ve Berge, 1978; Esbenshade ve Triantaphyllou, 1985; Fargette,
1987a,b; Pais ve Abrantes, 1989; Cenis ve ark., 1992; Carneiro, 1996a,b, 2000, 2007;
Molinari ve ark., 2005; Brito ve ark., 2008; Karanastasi ve ark., 2008; Conceicao ve ark.,
2009). Toplam 27 serum protein ¢esidi vardir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilani
Esterase (EST), Malate dehydrogenase (MDH), Superoxide dismutase (SOD) ve Glutamate

oxaloacetate transaminase (GOT)’dir. Bu fenotip enzimleri Brezilya, ABD gibi Amerika



tilkeleri ile diinyadaki diger bazi iilkelerde 6zellikle Meloidogyne’nin farkl: tiirlerinin tani
ve teshisinde kullanilmaktadir. Esterazlar polimorfik 10 (gesitli 10 adet formu olan)
olmakla birlikte, bu esteraz enzimlerinin aktiviteleri farkli tlirlerin tanimlanmasinda diger
enzim aktivitelerine oranla en uygun ve fenotip belirleme yonteminde’de faydali oldugu
tespit edilmistir (Carneiro ve ark., 2000). M. hapla’nin yaklagik %94°{, M. incognita’nin
%98’1, M. javanica’nin %100’li yalnizca esteraz fenotipleri ile teshis edilebilmistir
(Esbenshade ve Triantaphyllou, 1985). Giinlimiizde ise Esteraz, malate dehidrogenaz ve a-
glycerophosphate dehydrogenaz enzimleri, Meloidogyne spp.’nin en yaygin dort tiirli olan
Meloidogyne incognita, M. arenaria, M. hapla ve M. javanica’nin tanimlanmasinda
kapsamli olarak kullanilmaktadir. Bilinen tiirlerdeki (M. javanica) esteraz profili,
Poliakrilamid Jel Elektroforez yodnteminde referans popiilasyon (marker) olarak
kullanilmaktadir. Diger yandan esteraz sayilar1 ve biiyiikliikleri nematodlarda tiir
teshislerinde hem giivenilirligi, hem de molekiiler yontemleri kontrol etme bakimindan ¢ok

onemli bir yontemdir.

Mevcut ¢aligmada Diyarbakir ili Hevsel Bahgelerinde yetistiriciligi yapilan sebze
alanlarinda bulunmasi olas1 Meloidogyne tiirlerinin, tan1 yontemlerinden, anal Kkesit
(perineal patterns) ve poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) yontemi ile teshis ve tanilari
amaglanmaktadir. Diyarbakir ili hevsel bahgeleri sebze tariminin yapildigr alanlarin, bitki
paraziti nematodlarin liremeleri i¢in uygun sicaklik, yagis ve toprak yapisia(kumlu-tinli)
sahip oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada bu topraklardaki Meloidogyne (kok-ur nematod)
tirlerinin saptanmasina ¢alisilacaktir. Bu giine kadar Diyarbakir ili hevsel bahgelerinde
sebze ekili alanlarda anal kesit (perineal patterns) ve poliakrilamid jel elektroforez (PAGE)
yonteminin birlikte kullanilarak teshis ve tamilarimin yapildigi benzer bir ¢alisma
yapilmamis olup, bu g¢alismayla kok-ur nematodlarinin tiir bazinda tespitinde 6nemli
ilerlemeler kaydedilebilecegi amaglanmaktadir. Tespiti yapilan bu kdok-ur nematodu
verilerinin literatiire kazandirilmasi ileriki donemlerde bu bolgedeki nematod popiilasyonu
ve zarar1 hakkinda 6nemli bilgilere sahip olunmasini saglayacagi ve bu bilgiler 1s18inda bu
nematodun zararli veya hastalik etmenlerine karsi tedbirlerin alinmasin1 veya uygun
miicadele yontemlerinin secilmesini kolaylagtiracaktir. Sebze tariminda ekonomik agidan
Diinya’da ve Tirkiye’de c¢ok Onemli zararlara sebep olan kok-ur nematodlar1t ve
olusturacaklar1 zararlardan bolgenin korunmasi bakimindan bu ¢alisma biiyiik bir 6nem arz

etmektedir.



2.ONCEKI CALISMALAR

2.1. Morfolojik Karakterler ve Biyokimyasal Yontemlerle Tlgili Calismalar

Venkatachari ve ark. (1991), Meloidogyne. tiirlerinde esteraz, malat dehidrojenaz,
fosfoglukomutaz, izositrat dehidrojenaz ve a-gliserofosfat dehidrojenaz izoenzim
fenotiplerinin karsilastirilmasi ile farkliliklarini elektroforez yontemi ile ortaya konulmasi
amaclanmistir. Bu 5 enzimden sadece esteraz ve fosfoglukomutazin tiirleri ayirt etmede

kullanilabilir oldugu bulunmustur.

Elek¢ioglu ve Uygun (1994), Akdeniz Bolgesi‘nde bitki paraziti nematodlart tespit
etmek ve dagilimlarini belirlemek amaciyla yaptiklari ¢alismada muz ve sebze tiirlerine ait
bitki koklerinde kok-ur nematodu tiirlerinden M. incognita, M. javanica, M. arenaria‘nin
yogun sekilde tespit edilmistir. M. javanica ve M. incognita ‘nin biber, patlican ile domates
bitkilerinde populasyonun daha yogun oldugu rapor edilmistir.

Carneiro ve ark. (1996), Brezilya’da Meloidogyne tiirlerinin, enzim fenotiplerini
incelemislerdir. Ozellikle esteraz ve malat dehidrogenaz enzim fenotipilerinden yararlanilarak,
farkli bolgelerden alinan 90 Meloidogyne populasyonunu tanimlamaya calisiimistir. Disi
bireylerde mevcut proteinler, bir mm kalinliginda %7°1ik poliakrilamid jelde yatay elektroforez
yardimiyla aynstirilmis ve oda kosullarinda uygun enzim solusyonunda bekletilerek
tanimlamalar1 yapilmistir. Calisilan 90 popiilasyonun 24’iniin M. incognita, 39’unun M.
javanica, 6’smin M. arenaria, 2’sisin M. exigua, 8’inin M. hapla, 2’sinin M. graminicola ve 9

tanesinin ise Meloidogyne cinsinin bilinmeyen tiirleri olarak tespit edilmistir.

Kaskavalc1 ve Onciier (1999), Aydin ilinde sebze yetistiriciligi yapilan alanlarda
bulunan kok-ur nematodu tiirlerini anal kesit yontemine gore belirlemiglerdir. Bu amagla 213
preparatta bulunan 1304 anal kesitin incelenmesi sonucunda saptanan tiirlerin %80.06’s1 M.
incognita (Kafoid ve White, 1919) %14.49’u M. javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1919 ve
%35.45’de M. hapla (Chitwood, 1949) olarak belirlenmistir. Bu calisma ile M. hapla,
yetistiriciligi yapilan biberde hem Aydin ili hem de Ege Bolgesi igin ilk kez tespitedilmistir.

Carneiro ve ark. (2000), Esteraz (EST), malat dehidrogenez (MDH), siiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutamet oksaloasetat transaminaz (GOT) gibi enzimler yardimiyla
cogunlukla Meloidogyne’nin farkli tiir tanimlanmalarinda kullanilmistir. Esteraz enzim
aktivitesi diger enzim aktivitelerine kiyasla farkli tiirlerin tanimlanmasin daha uygun
oldugu bulunmustur. Kullanilan bu asteraz enzimle, Meloidogyne tiirlerinden Meloidogyne
javanica, M. incognita, M. arenaria ve M. hapla’nin tanimlamiglardir. Caligmaya ek olarak

daha az yaygin olan diger her birinin birkag¢ popiilasyonu ya da o tiire 6zgili Est fenotipleri



ortaya c¢ikarilmis ve iizerinde caligmalar yapilmistir. Calismalar sonucunda Esteraz ve
malat dehidrogenez enzimlerinin, M. graminicola ve M. oryzae tiirlerini birbirinden

ayirmada en verimli yontem oldugu sonucuna varilmistir.

Sogiit ve Elek¢ioglu (2000), Antalya, Mersin, Adana, Hatay illerinde bulunan sebze
alanlarinda bulunan Meloidogyne tiirlerinin rklarini belirlemek igin, 1997 yilinda farkli
bolgelerden 38 kok-ur nematod populasyonu toplanmig ve incelemeye almislardir.
Toplanan nematodlardan elde edilen yumurta kiimeleri toplanmis ve toplanan
yumurtalardan ikinci dénem larvalar elde edilmistir. Elde edilen 2. donem larvalar saksi
denemeleriyle saf kiiltiir olusturulmustur. Saks1 denemeleri sonucu saf kiiltiirden elde
edilen nematodlarin perineal patterns yontemi ile tiir teshisi yapilmistir. Teshis sonucunda
Meloidogyne javanica, M. incognita ve M. hapla tespit edilmis; M. arenaria tespit
edilememistir. Calismada tiir tespitiyle birlikte Meloidogyne tiirlerinin 1k tespitinde
kullanilan test bitilerindeki gal ve yumurta kesesi sayilarina bakilarak yapilan irk tespitinde
Meloidogyne incognita’ya iki ve M. javanica’ya ait bir irk olmak {izere toplam ii¢ tane

kok-ur nematod 1rki tespit edilmistir.

Castillo ve Jimenez (2003), Giiney Ispanya’da yaptiklari ¢aligmada bitki koklerinde
ve topraktan elde edilen 6rneklerde perineal patterns yontemi, farkli konukeu test bitkileri

ve biyokimyasal yontemler ile M. incognita’y: saptamislardir.

Cetintas ve ark. (2003) Amerika’nin Florida bolgesinde bulasik yerfistiginda
alanlarinda molekiiler yontemler kullanarak yapmis olduklari ¢alismada 290 o6rnek ile
calismiglardir. Bu ¢alismada Meloidogyne areariairk 1 ve M. javanica irk 3'i tespit

etmistirler.

Brito ve ark. (2004), Florida i¢in yeni bir tiir olan Meloidogyne mayaguensis
tiiriiniin degisik izolatlarinin morfoloji ve izoenzim analizlerine bakarak diger yaygin tiirler
ile karsilastirilmalarin1 yapmiglardir. Bu Meloidogyne tiirii Esteraz aktivitesinde (VS1-S1
Fenotip) 1ki ana bant ile birbirine yakin malat dehidrojenaz bandmma (Rm 1.4)

rastlamiglardir.

Tzortzakakis ve ark. (2005), Yunanistan’da Meloidogyne spp.’nin 9
popiilasyonunda yaptiklar1 ¢alismada molekiiler ve biyokimyasal yontemler kullanarak M.
javanica ve M. incognita tiirlerini teshis etmistirler. Bulunan M. javanica ve M. incognita

popiilasyonlarinin viriilensliklerini saks1 denemesi yaparak incelemislerdir.

Cofcewicz ve ark. (2005), Muzlarda bulunan Meloidogyne tiirlerinin gesitliligini



incelemislerdir. Arastirmanin yapildigi bolgede muz tarlalarindan Meloidogyne tiirlerinin
96 izolati alinmis ve malat dehidrojenaz ve esteraz fenotipleri kullanilarak tiir teshis
calismas1 yapmuslardir. ilgili calismada Meloidogyne arenaria, M. incognita, M. javanica,
M. cruciani, M. hispanica ve Meloidogyne tiirleri i¢in ergin disilerin tanimlanmasi, sadece
esteraz enzimlerinde tiire 6zgii fenotip gosterdigi ¢aligmalar sonucunda ortaya ¢ikmuistir.
Enzim karakterleriyle birlikte perineal patterns yontemini tamamlayict kontrol olarak

kullanilmistir

Levin (2005), Florida’da siis bitkilerinde yaptig1 ¢alismada kok-ur nematodlarinin
teshisinde PAGE yontemi kullanilarak Est ve Mdh izoenzim fenotiplerini belirlemistir.
Meloidogyne tiirlerinin, ¢ok yillik ve odunsu siis bitki tiirlerinde 6nemli patojenler oldugu

vurgulanmustir.

Adam ve ark. (2007), Ekonomik 6neme sahip en yaygin yedi kok ur nematodu
tiirind; M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M. mayaguensis, M. hapla, M. chitwoodi
ve M. fallax gelistirdikleri molekiiler yontemle birbirinden ayirmayi basarmislardir. Bu
nematod tiirlerini tek larva kullanarak teshis edebilen molekiiler teshis anahtar

olusturmuslardir.

Imren ve Elekgioglu (2007) Diyarbakir ilinde yiiriitiillen ¢alisma 269 adat toprak ve
kok oOrneklerinden bitki paraziti nematodu olan Tylenchoidea, Dolichodoridea
Anguinoidea, Longidoridea, Hoplolaimoidea ve Aphelenchoidea iist familyalarina ait 23
tiiriin Olglimleri yapilarak teshisleri yapilmistir. Bu kapsamda sebze ve bag alanlarindan
elde edilen oOrnekler morfolojik yontemler kullanilarak Meloidogyne incognita ve

Meloidogyne arenaria tiirleri tespit edilmistir.

Brito ve ark. (2008), Florida’da yapmis olduklar1 ¢alismada bitkilerde zararli olan
Meloidogyne tiirlerinin tan1 ve teshislerini, izozim fenotipleri yardimi ile yapmislardir.
Toplanan 327 6rnekte Meloidogyne tiirlerinin teshisi i¢in izoenzim fenotipleri, Est ve Mdh
kullanilmistir. Yapilan calismada her Ornekten 26 disi alinarak PAGE yontemiyle Est
fenotip aktivitesine ait 16 belirgin bant bulunmustur. Ilgili calismada Est fenotipi yardimi
ile Meloidogyne arenaria, M. floridensis, M. graminicola, M. hapla, M. incognita, M.

javanica, M. mayaguensis ve M. partityla tiirleri teshis edilmistir.



Devran ve ark. (2009), Nigde’de yapilan ¢alismada patates alanlarinda kok-ur
nematodlartyla bulasikliligin tespit edildigi alanlardan elde edilen nematodlar1 morfolojik
ve molekiiler yontemler kullanilarak M. chitwoodi oldugunu tespit etmisler ve RAPD

primerler ile M. chitwoodi’nin genetik akrabalik dereceleri saptanmaya ¢alisilmustir.

Ozarslandan ve Elekgioglu (2010), Ulkemizin farkli bolgelerinden toplanan 79 ayri
kok-ur nematod populasyonunun tiir teshislerini yapmislardir. Kdk-ur nematodunun
yumurta paketleri, saksi denemeleri ile hassas bir domates ¢esidi iizerine infekte edilerek
populasyon cogaltimi1 yapilmistir. Yumurtadan ¢ikan ikinci donem larvalardan, DNA
izolasyonu yapilmistir. Daha sonra tiire 6zgii primerlerle PCR kullanilarak tiir teshisine
yapilmistir. Domates bitkisinin koklerinden elde edilen disilerin vulva kesitlerinden ve
ikinci dénem larvalarindan daimi preparatlar hazirlanarak, teshisi yapilmistir. Teshis
sonucunda 79 adet kok-ur nematodunun, 28 adedi M. javanica (% 35), 22 adedi M.
incognita (% 28), 21 adedi M. areneria (% 27) ve 8 adedi M. chitwoodi (% 10) oldugu

tespit edilmistir.

Akyaz1 ve Ecevit (2010), Tokat merkez ile ilgelerinde bulunan sebze yetistiriciligi
yapilan alanlarda Meloidogyne incognita tiiriine ait irklarin tespit edilmesi amaglanmistir.
Sorvey bolgesinde kok ur nematoduyla bulasik bitkilerden elde edilen disilerden vulva
kesitleri alinip daimi preparatlar hazirlanmistir. Elde edilen sonuclar dogrultusunda saf
kiiltiir olusturulmustur. Sonu¢ olarak M. incognita’ya ait 33 populasyon incelenmistir.
Kuzey Karolina Konukgu Testine gore tespit edilen 33 populasyondan %87,8 oraninda irk

1, %12,2 oraninda 1rk 2 oldugu tespit edilmistir.

Cetintas ve Cakmak (2011), Kahramanmaras ve ¢evresinde yapilan calismada
yetistiriciligi yapilan hiyar, patlican ve domates bitkilerinde bulunan kok-ur nematodlari
saf kiiltiire alinmigtir. Saf kiiltiirden elde edilen nematodlar PAGE (Poliakrilamid Jel
Elektroforez) ve perineal patterns (anal kesit) yontemleri kullanilarak tiir teshisleri
yapilmigtir. Teshis sonucunda Kahramanmaras ilinde M. incognita tiiri her iki
yontemde’de tespit edilmistir. Ayrica PAGE yontemine gore Meloidogyne incognita tiiriine

ait iki ayr1 esteraz fenotipinin oldugu ortaya ¢ikarilmigtir.

Mennan ve ark (2011), Safranbolu'daki ticari maydanoz ekim alanlarinda kok ur
nematodlarmin tiirlerini belirlemek amaciyla morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler
yontemler kullanilmistir. Disilerin morfolojik 6zellikleri ve perineal paternleri ve izoenzim
fenotipleri sonuglarina gore Meloidogyne arenaria tespit edilmistir. Bu c¢alismada

Tiirkiye'de maydanoz bitkisinde M. arenaria'nin varligi ilk defa rapor edilmistir.



Cafarl1 (2013), izmir’in Odemis ve Kiraz ilcelerinin tursuluk hryar yetistiriciligi
yapilan alanlarda bulunan Meloidogyne spp. morfolojik yontemlere gore vulva kesitleri
alinarak teshisleri yapilmistir. Bu ¢alismada, Meloidogyne incognita ve Meloidogyne

javanica tiirleri olmak tizere iki tiirlin teshisi yapilmistir.

Kepenekci ve ark. (2014), Eskisehir, Isparta, Burdur ve Antalya illerindeki sebze
yetistiriciligi yapilan seralardan Ornekler alinarak morfolojik ve taksonomik olarak
incelenmistir. Orneklerdeki kok-ur nematodu tiirlerinin incelemesi sonucunda tiirkiyede
sebze iiretim alanlarinda yaygin olan ve varligi bilinen 3 kok-ur nematodu tiiriiniin
(Meloidogyne incognita, M. hapla ve M. javanica) yanisira Tiirkiye nematod faunasi i¢in

yeni bir tiir olan M. exigua saptanmustir.

Mistanoglu ve ark. (2015) izmir ve Manisa illerinde bulunan bag alanlarinda bitki
paraziti nematodlarin morfolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak teshisi saglanmistir.
Alman 188 toprak ve bitki 6rneklerinde kok-ur nematodlarindan Meloidogyne incognita,
Meloidogyne javanica ve Meloidogyne arenaria tiirleri ve kamali nematodlardan
tirlerinden Xiphinema index’in teshisi yapilmistir. Ayrica bu tiirlerin bolgedeki

yayginliklar1 ve bulasiklik oranlar1 belirlenmistir.

Ayhan ve Kaskavalc1 (2015), izmir ili 6demis ve kiraz ilgelerinde tursuluk hiyar
iiretimi yapilan alanlara bolgede var olan kok- ur nematodlarinin yayginlik ve bulasiklilik
oranin1 belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada kdk-ur nematodlari ile bulasikligin Odemis
ilgesi‘nde %17,74, Kiraz‘da ise %17,65 oranlarinda oldugunu saptamislardir. Yayginlik ise
Odemis ilgesi‘nde %14,51 ve Kiraz ilgesi‘nde %14,71 oraninda yaygimlik tespit
etmislerdir. Bolgede yapilan ¢alismanin sonucunda sirastyla M. incognita (%74,13) ve M.

javanica (%25,87) tiirlerini tespit edilmistir.

Aydmli ve Mennan (2016), Orta Karadeniz Bolgesi seralarindan aldiklart bitki
orneklerinde elde edilen kok-ur nematodu popiilasyonlarin1 morfolojik (perinal),
biyokimyasal (PAGE) ve molekiiler (tiire 6zgii primerler ile PCR) yontemler kullanilarak
teshisi yapilmistir. Bu yoOntemlerle teshisi yapilan popiilasyonlarin 38'i M. arenaria
(%42.22), 37'si M. ethiopica (%41,11), 11'i M. javanica (%12,22) ve 4'i M. incognita
(%4,44) olarak bulunmustur.

Dinger ve ark. (2016), Adana ili ve ilgelerinde kavun ve karpuz bitkilerinden alinan
urlu bitkilerden morfolojik olarak kdék-ur nematodu teshisi yapilmistir. Yapilan teshis

sonucunda M. incognita ve M. javanica tiirlerinin teshisi yapilmistir.



Evlice ve Bayram (2016), Kok-ur nematodu tiirlerinin belirlenmesi amaciyla
yaptiklar1 calismada Nigde, Nevsehir, Aksaray, Isparta, Kayseri ve Konya illerinden
toplam 73 adet bulasik patates yumrusu toplayarak tiim 6rneklerde molekiiler yontemle,
secilen 15 Ornekte ise morfolojik ve morfometrik yontemlerle tiir teshisi yapmuslardir.

Sonug olarak enfekteli alanlardan alinan 6rneklerde M. chitwoodi tiirii tespit edilmistir.

Kolombia ve ark. (2017), Kok-ur nematodu tiirlerinin Bati Afrika'da yam
(Dioscorea spp.) bitkisi iizerinde yapilan calismalarda Yam yumrularindan izole edilen
nematodlar, enzim fenotiplendirme (esteraz ve malat dehidrogenaz), mitokondriyal DNA
(mtDNA) ve NADH dehidrojenaz altbirim 5 (Nad5) barkodlama kullanilarak
tanimlanmistir. Genel olarak 48 popiilasyonun incelenmesi sonucu, yam yumrularinin %69
oraninda Meloidogyne incognita tarafindan enfekte edildigi, bunu %13 infeksiyon oraniyla
M. javanica, %2 infeksiyon oraniyla Meloidogyne enterolobii ve %2 infeksiyon oraniyla
M. arenaria’min izledigi bulunmustur. Orneklenen yumrularm %86’sinda tek bir tiir,

orneklerin %14'tinde birden fazla tiiriin varlig1 tespit edilmistir.

Giirkan (2017). Kahramanmaras ili ve ilgelerinde bulunan sebze alanlarinda goriilen
kok-ur nematodu tiirlerinin morfolojik, poliakrilamid jel elektroforez ve molekiiler
yontemler kullanilarak teshisleri yapilmistir. Kahramanmaras ilinde sérvey yapilan sebze
alanlarmin %28.78’inde M. incognita ve %1.52’sinde de M. javanica tiirleri olmak iizere

sOrvey yapilan alanlarin %30.3’iiniin kok-ur nematodu ile bulasik oldugu bulunmustur.

Uysal ve ark. (2017). Goller Bolgesi sebze tiretim alanlarinda 2014-2015 yillarinda
kok-ur nematodu tiirlerinin tespiti, teshisi ve yaygimliklarimi belirlemek amaciyla yapmis
olduklar1 ¢alismada molekiiler, morfolojik ve Kuzey Karolina Konukgu Testi yontemleri
kullanilarak teshisleri yapilmis ve yayilislar1 belirlenmistir. Urlu koklerden elde edilen
nematodlarin yumurta paketlerinden saf kiiltiir olusturulmustur. Elde edilen olgun disilerin
perineal desenlerine gore teshis anahtar1 kullanilarak tiir teshisi yapilmistir. ikinci dénem
larva Olglimleri sonucunda tiirlere ait irklarin tanimlanmistir. Elde edilen 68 kok-ur
nematodu popiilasyonunda M. incognita, M. hapla, M. javanica ve M. arenaria oldugunu
tespit etmislerdir. Teshis edilen tiirlerin yayginlik oranlart %36.7, %32.3, %26.5 ve %1.5
bulunmustur. Saf kiiltiirden elde edilen Konukgu testine gore tespit edilen wrklar; M.
incognita'nin 1k 2, irk 4 ve irk 6, M. Javanica'nin ise irk 1 ve rk 3'i belirlenmis ve M.

javanica irk 3 Tiirkiye'de ilk kez bu ¢alismada rapor edilmistir.

Geri¢ Stare ve ark. (2017), Avrupa ve tiirkiyede testip edilen M. ethiopica’nin yakin

tirii olan M. luci’nin tanimlanmasini ve bu iki tiir arasindaki farkin ortaya konularak
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esteraz enzim analizleriyle yeniden siniflandirma yapilmasi gerektigini belirtmiglerdir. Bu
nedenle biyokimyasal ve molekiiler tani1 yontemleri kullanilmistir. Bu amagla yapilan
esteraz enzim analizlerinde her iki tiir de, iist bandin iki tiir arasinda hafifce kaydigi
gostermektedir. Calisma sonucunda M. ethiopica ve M. luci arasinda ¢ok yakin bir iliski
oldugu tekrar belirtilmektedir.

Rusinque ve ark. (2017), Kuzey Portekiz“de domates bitkisinde bulunan kok-ur
nematodunun teshisinde morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler yonemler kullanilarak tiir
teshisleri yapilmistir. Calisma sonucunda domates bitkisinde M. javanica tiiriiniin tespiti

yapilmistir.

Khan ve ark. (2017), Pakistanin baz1 bolgelerinde yetistiriciligi yapilan sebzelerde
(bamya, salatalik, fasulye, nane) bulunan kdk-ur nematodlarinin morfolojik (perineal kesit)
ve molekiiler yontemlere gore teshisi yapilmistir. Bu bolgelerde %83 M. incognita, %76

M. javanica ve %36 M. arenaria bulunmustur.

Aydinli ve Mennan (2018). Diinya igin yeni bir kok-ur nematodu tiirii Meloidogyne
luci’nin tanimlanmasina yonelik ¢aligmalarda ikili isbirligi projesinin ortagi olan Slovenya
tarafindan temin edilen popiilasyonlar kullanilarak popiilasyonlarinin virulenslik faktorii
olarak varsayillan map-1 genlerinin sekans dizileri tespit edilmistir. Tanilama amaciyla
erkek, disi ve 2. donem larvalarindan olusan nematodlarin morfolojileri incelenmis ve
morfometrik Ol¢limleri belirlenerek bu tiirlin degisik donemlerine ait morfolojik ve
morfometrik karekterlerin (disi genital preperati, disinin stilet bolgesi, erkegin bas, stilet ve
kuyruk boélgesi ve ikinci donem larvalarin kuyruk bélgesi) bir arada kombinasyon seklinde
kullanilmasinin, diger tiirlerden ayrilmasinda yardimci olabilicegini, ancak tek basina
morfolojik ve morfometrik kriterlere dayanan teshisin dogru sonuglar dogurmayacagi
sonucuna vartlmigtir. M. luci popiilasyonlariin esteraz ve malet dehidrojenaz enzim
profilleri belirlenmis ve bunlar ayni jel iizerinde yaygin goriilen diger tiirler (M. arenaria,
M. incognita, M. javanica, M. hapla, M. chitwoodi, M. hispanica, M. ethiopica) ile
kiyaslanmistir. Calismada kullanilan biitiin M. luci popiilasyonlarinin bu tiire spesifik L3

esteraz fenotipi gosterdigi tespit edilmistir.

Aydinlt (2018), Samsun ili sebze alanlarinda daha once teshisi yapilan kok ur
nematodlarinin dagilimini giincellemek amaciyla 2017 yilinda 50 ayr1 sebze liretiminin
yapildig1 tarladan toprak Ornekleri toplanmistir. Biyoassay testlerinden elde edilen
nematodlara ait izolatlar esteraz enzim fenotiplerine gore tanimlanmis ve molekiiler

tekniklerle yapilan teshisler dogrulanmistir. Sorvey yapilan alanlarin bulasiklik orani %20

11



olarak bulunmustur.

Yagci ve Kagkavalci (2018). Arastirma Ege Bolgesinde seftali yetistiriciligi yapilan
bahgelerden alinan toprak ve bitki kok orneklerinden morfolojik karakter 6zelliklerine gore
tiir teshisi yapilmis ve illerdeki yogunluklari tespit edilmistir. Bulagiklig1 tespit edilen
bahcelerden alinan Kok-ur nematodu disilerinin anal kesitleri alinarak daimi preparatlar
hazirlanmis ve mevcut nematod tiirleri belirlenmistir. Sorveyi yapilan seftali alanlarindan
alinan O6rneklerde tiir teshisi caligmalar1 sonucunda Meloidogyne incognita (%63,4)’nin

Meloidogyne javanica (%36,6)’ya gore daha yaygin oldugu tespit edilmistir.

Giirkan ve ark. (2019). Gaziantep ve Osmaniye illerinde sebze alanlarinda bulunan
Meloidogyne tiirlerinin biyokimyasal ve morfolojik yontemler kullanilarak tiir teshisleri
yapilmistir. Ayrica Kuzey Karolina Konukc¢u Testi yardimi ile 20 popiilasyonun irklari
belirlenmistir. Yapilan ¢alismada Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica,
Meloidogyne arenaria tiirlerini ve Tiirkiyede ender tiir olan Meloidogyne luci tiirii tespit
edilmistir. Dogu Akdeniz Bolgesinde Meloidogyne luci ilk defa rapor edilmistir.
Incelelemesi yapilan 20 popiilasyonda 1rk belirleme ¢aligmalar1 sonucunda incognita’ya ait
3 rk (irk 1, 1rk 2, ik 3), M. javanica’ya ait 1 irk (irk 3), M. arenaria’ya ait 2 wrk(irk 1 ve

irk 3 ) olmak iizere toplam 6 1rk tespit edilmis.

Arslan (2019). Arastirmada sebze yetistiriciliginin yapildigi Adana, Mersin, Hatay
il ve ilgelerindeki bulasikliligin tespit edildigi seralarda kok-ur nematodu (Meloidogyne
spp.) tiirleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Poliakrilamid Jel Elektroforez yontemler ile
tespit edilmistir. Arastirma sonucunda kullanilan her iki yontemin sonuglarininda birbirini

destekledigi tespit edilmistir.

Khan ve ark. (2020). Bu ¢alisma ile Azad Jammu ve Kesmir'de sebzelerde enfekte
kok-ur faunasini tespit etmistir. Kok-ur nematodu bulasiklik oran1 %40 olarak tespit
edilmistir. Incelenen 15 sebzeden 5’inde kok-ur nematodu bulunmustur. En yiiksek
prevalans %37,8 ile bamyada oldugu tespit edilmistir. Calisma sonucunda M.

Jjavanica'min en yaygin tiir oldugu tespit edildi,

Almohithef ve ark. (2020). Bu c¢alisma ile Suudi Arabistan’in Riyad bdolgesinde
domates, salatalik, patlican, tatli biber, yesil fasulye ve kabak sebzelerinde bitki paraziti
nematodlarda tiir teshisi yapilmigtir. Calisma neticesinde %45“inin Meloidogyne cinsi oldugu
saptanmustir. Incelenen sebze alanlarinda M. javanica’nin kék-ur nematodu tiirleri arasinda en

yogun tiir oldugunu bildirmistir.
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Demirbags Pehlivan ve ark. (2020) Izmir ili patates iiretim alanlarinda Globodera ve
Meloidogyne tiirlerini morfolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak cins bazinda
teshisleri yapilmistir. Yapilan Siirveylerde alinan toplam 223 toprak 6rneginin 32 tanesinde
Globodera spp. Ve 41 tanesinin ise Meloidogyne spp. ile bulasik oldugu kayit altina

alimustir.

Dinger (2021) Cukurova kavun karpuz iretiminin yapildigr alanlarda kok-ur
nematodlari‘nin molekiiler ve biyokimyasal yontemler ile tiir ve irklar tespit edilmistir.
Calismaya ek olarak bulasiklilik oranlarinin ortaya konulmasi ve belirlenen kok-ur
nematodu 1rklarina kars1 bazi kavun-karpuz genotip ve ¢esitlerinin dayaniklilik durumlarini
ortaya koymak amaciyla yiiriitmiis oldugu ¢alismada Adana ili kavun ve karpuz alanlarinin
sirasiyla % 43.6 ve % 37.3, Mersin ilinin ise % 57.1 ve % 54.1 oraninda kok-ur
nematodlari ile bulasik oldugu saptanmistir. Teshis sonucunda M. incognita ve M. javanica

tirleri saptanmaistir.

Giirkan (2021), Gaziantep, Osmaniye ve Kilis Merkez ve bagli ilgelerinde bulunan
sebze alanlarinda KOk ur nematod tiirlerinin teshisi amaciyla Poliakrilamid Jel
Elektroforez, perineal kesit ve morfometrik yontemler kullanilarak bulasik alanlardan
alinan kok orneklerinde Meloidogyne spp. ile bulasik oldugunu tespit edilmistir. Calismaya
ek olarak yapilan Kuzey Karolina Konukg¢u Testine gore 20 popiilasyonun 1k belirleme
caligmalar1 da yapilmistir. Bulasik alanlardan alinan 6rneklerde Meloidogyne incognita, M.
javanica, M. arenaria ve M. luci tiirleri teshis edilmistir. incelenen 20 popiilasyonda M.
incognita“ya ait irk 1, irk 2, irk 3, M. javanica“ya ait irk 3, M. arenaria“ya ait irk 1 ve rk

3 oldugu saptanmustir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Calismanin materyalini, 2019-2020 yillar1, Agustos-Ekim aylarinda Diyarbakir ili
Hevsel bahgeleri sebze yetistiriciligi yapilan alanlarda yapilan sorveyler sonucu bitki
koklerden elde edilen kok-ur nematodlar1 (Meloidogyne spp.) olusturmustur. Alinan tiim
ornekler, polietilen torbalara konulmus, iiriin, tarih, koordinat ve {iriiniin alindig1 il/ilge
bilgileri ile etiketlenmistir. Etiketlenen Ornekler kullanilincaya kadar +4 °C’de

buzdolabinda muhafazasi saglanmstir.

3.2. Metod

3.2.1. Bitki Kok Orneklerinin Araziden Toplanmasi

Diyarbakir ili Hevsel bahgelerinde bulunan sebze ekilis alanlarinda kok-ur
nematodlariin tespiti ve yayiliminin belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen bu ¢aligmada 2019-
2020 yillarinda Agustos-Ekim aylarinda periyodik olarak iki haftada bir her bir alandan
alanin biiyiikliigiine gore 5 ile 10 arasinda bitki 6rnegi alinmugtir. Bitki 6rnekleri alinirken
ozellikle kok-ur nematod’una ait oldugu diistiniilen zarar belirtileri olan yerlerden
ornekleme yapilmasina ve alinan Orneklerde kilcal koklerin zarar gérmemesi icin bel
yardimiyla bitkilerin s6kiimli yapilmasina dikkat edilmistir. Sokiilen bitkilerin koklerinde
bulunan toprakli kisimlar temizlendikten sonra koklerin urla bulasik olup olmadiklar1 ve
bulasiklik oranlar1 makroskobik olarak kontrol edilerek Zeck (1971) skalasina gore
degerlendirilmistir. Skala degeri 1-10 arasinda olan kokler etiket bilgileri kaydedildikten
sonra polietilen torbalara konulmus mikroskobik inceleme yapilmak iizere laboratuvara
getirilmistir. S6rvey sonucu alinan 6rnekler +4 °C’de buzdolabinda kullanilmak iizere
muhafazasi saglanmistir. Daha sonra koklerden elde edilecek kok ur nematoduna ait disi
bireyler ile, morfolojik perineal patterns ve poliakrilamid jel elektroforez yontemlerinde

kullanilmasi i¢in gerekli hazirliklar yapilmistir.
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Sekil 1.1. Sérvey yapilan alanlardan 6rneklerin toplanmasi

3.2.2. Bitki Orneklerinden Nematodlarin Elde Edilmesi

Bitki paraziti olan kok-ur nematodlarinin ergin disi bireylerin elde edilmesinde,
araziden getirilen bulasik bitki kokleri stereo-mikroskop altinda, ince uglu steril bir bistiiri ve
pens yardimi ile nematoda zarar vermeyecek sekilde bitki dokusu paralanarak agiga ¢ikan
olgun siit beyaz renkteki disiler bir firga yardimiyla toplanmustir. Elde edilen disi bireylerin
bozulmadan saklanabilmesi i¢in TAF fiksatifine (Triethanolamin + 9% 40’hk

TicariFormalin + Saf su) alinmigtir (Courtney et al., 1955).
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Sekil 2.2. Sorvey yapilan alanlardan alinan 6rneklerin hazirlanmasi

Sekil 3.3. Kok ur nematodlarinin kilcal kdklerden elde edilmesi ve koklerde goriintimleri
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Sekil 4.4. Elde edilen disiler ve kilcal kdklerdeki goriintimii

3.2.3. Perineal Patterns (Anal Kesit) Yontemi
Kok-ur nematodlarinin disilerinin perineal kesitlerine ait daimi preperatlar1 Taylor
ve Netscher (1974) tarafindan verilen ve Hartman ve Sasser (1985) tarafindan gelistirilmis

olan “‘Perinal Orneklerin Preperesyon Yéntemi’’ kullanilarak hazirlanmistir.

3.2.3.1. Perineal Patterns (Anal Kesit) Yontemi ile Kok-ur Nematodlarinin Teshisi
Anal kesit yonteminde bistiiri, kiskag, igne, ince uglu fir¢a, % 45°lik laktik asit,
gliserin, tek kullanimlik plastik petri kabi, syracuse kabi, temiz mikroskop lam ve
lamelleri, lam-lamel kenarlarinda sizdirmayi1 engelleyici bir bilesik (6r: seffaf oje) gibi
materyaller kullanilmistir. Urlu koklerden stereo-mikroskop altinda ince uglu bir bistiiri
yardimiyla kokten ¢ikartilan olgun siit beyazi rengindeki disiler %45°1ik laktik asit ortamina
25-30 dk. nekletildikten sonra stereo-mikroskop altinda bas kismi kesilerek pens ve igne
yardimiyla viicudun biitiinliigline bozulmayacak sekilde viicut igerigi bosaltilmigtir. Viicut
igerigi tamamen temizlenen disi nematodun kiitikulasi, posteriordan viicudun 1/3’liik kismi
kalacak sekilde diizglince kesilmis ve kesilen kisim, gliserin damlatilmis lam {izerine, viicudun
i¢ kismu igte kalacak sekilde (bir lama 3-10 disiye ait perineal kesit) konulmustur (Sekil 3.5).
Daha sonra, kenarlarina seffaf oje siirlilen lamel ile kapatilarak preperat hazirlanmistir. Oje
materyalinin kurumasi bekletildikten sonra tiir diizeyinde teshislerin yapilmasi {izere

hazirlanan siirekli preparatlar gerekli bilgileri igerecek sekilde etiketlenmistir(Sekil 3.6).
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Hazirlanan preparatlar, 151tk mikroskobu altinda, mikroskobun mercek numarasi en
kiigiikten 4x/0.10 baslanarak, en son 60x/0.65 PH 2’ye kadar biyiiltiilmiis ve kok-ur
nematodu disi bireylere ait anal kesitlerin fotograflanmasi saglanmistir. Daha sonra teshis
anahtar ile karsilastirilarak perineal desenlerine gore kok-ur nematodu tiirlerinin teghisi

yapilmistir (Sekil 3.7).
A

Sekil 5.5. Disi kok-ur nematodunda perinal kesitin yapiligi

Sekil 6.6. Meloidogyne tiirlerine ait daimi preperatlarin etiketlenmesi
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Sekil 7.7. Meloidogyne“nin 6nemli tiirleri i¢in perineal kesitlerinin karsilastirilmasi. A, B:
Meloidogyne arenaria; C, D: Meloidogyne hapla; E, F: Meloidogyne
incognita; G, H: Meloidogyne javanica, |: Meloidogyne acronea; J:
Meloidogyne chitwoodi; K, L: Meloidogyne enterolobii; M: Meloidogyne
ethiopica; N, O: Meloidogyne exigua; P: Meloidogyne fallax; Q, R:
Meloidogyne  graminicola; S, T Meloidogyne  paranaensis.
Olgeklendirilmemis ¢izimlerdir. A-H, Orton Williams (1972, 1973, 1974,
1975); 1, Page (1985); J, Jepson (1985); K, L, Rammah ve Hirschmann
(1988); M, Whitehead (1968); N, O, izniyle Janet Machon; P, Karssen
(1996);Q, R, Mulk (1976); S, T, Carneiro ve ark. (1996)
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3.2.4. PAGE (Poliakrilamid Jel Elektroforez) Yontemi
Poliakrilamid jel elektroforez yontemi kullanilarak izolatlarin esteraz profilleri
ortaya konulmus olup bu sekilde molekiiler yontemler desteklenerek tiir teshisi tam

anlamryla gerceklestirilmistir.

3.2.4.1. PAGE Yontemi ile Kok-ur Nematodlarinin Teshisi icin Yapilan Labaratuar
Cahismalan

3.2.4.1.1. Elektroforez Yonteminde Kullanilacak Soliisyonlarin Hazirlanmasi

3.2.4.1.1.1. Ornek Buffer Soliisyonunun Hazirlanmasi

Urlu Koklerden alinarak appendorf tiiplerinde bekletilen siit beyaz renkteki her bir
kok-ur nematodu ergin disisinin ezilerek homojenize olacagi baferin i¢inde hazirlanmasi
asamasinda; 5.55 ml saf su, 1.25 ml pH’1 6.8’lik olan jel buffer, 3.0 ml Glyserol ve Sug
Bromopherol Blue kullanilarak elde edilen bu solisyon 20 dk karistiricida karistirilmastir.
Karigtirma iglemine tabi tutulmus soliisyon aliiminyum folyo ile kapli 50 ml’lik sisenin

icinde, +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.2.4.1.1.2. Kok-ur Nematodlar1 Disi Bireylerinin Ahnmasi ve Ornek Bufferinda
Muhafazas:

Sorveyler sonucu araziden toplanan urlu bitki kokleri bistiiri ve pens yardimiyla
stereo-mikroskop altinda parcalanarak bunlarin iginden alinan 6zellikle siit beyaz renkte
olan kok-ur nematodu disilerinin koklerin iginden ayrilmasi saglanmistir. Alinan disilerin
her biri ayr1 ayri, igerisinde 5 pL Ornek bufer ve 5 pL saf sudan olusan 10 pL’lik
sollisyonun bulundugu eppendorf tiiplerine (her tiipe bir disi olacak sekilde) konulmus
(Sekil 3.9). Daha sonra yardimci bir malzeme ile ezilerek ekstraksiyonu yapilmistir.
Hazirlanan ekstraksiyon PAGE yonteminde kullanilmak iizere +4 °C’deki buzdolabinda

muhafaza edilmistir.
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Sekil 8.8. Urlu koklerden ekstrakte edilmis kok-ur nematodu disilerinin appendorf
tiiplerinde 6rnek bufferda muhafazasi

3.2.4.1.1.3. Akrilamid/Bis Soliisyonunun Hazirlanmasi

Elektroforezde kosturucu ve tamamlayict jelin bir kismini olusturacak olan
Akrilamid/Bis soliisyonunun hazirlanmasi asamasinda, 100 ml saf su igerisine 29.2 g
Akrilamid ve 0.8 g NN methylene bis akrilamid konulmus ve karistiricida karistirilarak
lyice eritilmesi saglandiktan sonra aliiminyum folyo ile kapli 100 mI’lik siseye alinip,

etiketlenerek soliisyon +4 °C’de buzdolabinda muhafazasi saglanmistir.

3.2.4.1.1.4. Jel buffer 1 (pH: 8.8)’in Hazirlanmasi

Kosturucu jelde kullanilacak 18.15 g Trizma base, 100 ml saf suyun igerisine
konulmus ve karistiricida karistirilarak eritilmesi saglandiktan sonra oda sicaklinda 20 ila
22 °C ‘de Hidroklorik Asit veya Potasyum Hidroksit gibi bilesenler kullanilarak pH’1 8.8’¢
ayarlanmigtir. Daha sonra 100 ml’lik aliiminyum folyo ile kapli siseye konularak

etiketlenmis ve +4 °C’deki buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.2.4.1.1.5. Jel buffer 2 (pH: 6.8)’nin Hazirlanmasi

Soliisyon i¢in 100 ml saf suya, 6 g’lik Trizma base eklenerek karistiricida bu
kimyasalin iyice eritilmesi saglanmistir. Daha sonra soliisyonun sicakligi ve pH’1
Ol¢iilmiis, oda sicaklifinda gereken miktarda Hidroklorik Asit ya da Potasyum Hidroksit
eklenerek solisyon pH’1 6.8’e ayarlanmistir. Hazirlanan bu soliisyon aliiminyum folyo ile

kapli 100 mI’lik cam sisede ve +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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3.2.4.1.1.6. Amonyum Persiilfat (APS) Soliisyonunun Hazirlanmasi
100 mg amonyum persiilfat’in, 1 ml’lik saf suda eritilmesi saglanmistir. Hazirlanan
bu amonyum persiilfat soliisyonu, jel soliisyonlarinda kullanilmak iizere +4 °C’deki

buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.2.4.1.1.7. N-Butanol Soliisyonunun Hazirlanmasi
N-Butanol soliisyonunun hazirlanmasinda % 50 N-Butanol ve % 50 saf su, 200
ml’lik cam sise igerisine alimmustir. Solisyon elle ¢alkalanarak karigimin ¢oziinmesi

saglanmustir.

3.2.4.1.1.8. Elektrot buffer (10x) Soliisyonunun Hazirlanmasi

Elektrot buffer soliisyonu 30.3 g Trizma Base ve 144.0 g Glycine ol¢iilen 700 ml
saf su igeririnde galkalayict yardimi ile eritildikten sonra 1000 ml’ye tamamlanmis ve +4
°C’de buzdolabinda muhafaza altina almmistir. Bu bufferin elektrota konulmasi
asamasinda 1/10 oraninda (360 ml saf su icerisine 40 ml hazirlanan elektrot buffer)

seyreltilmesi saglanarak elektrot sivisi olarak kullanilmistir.

3.2.4.1.1.9. Potasyum Fosfat Bufferin Hazirlanmasi (pH:6)

Bufferin hazirlanmasi i¢in ilk once X1 ve X2 soliisyonlar:t yapilmstir. X1
solisyonu 1000 ml saf su icerisine, 50 ml monobasic soliisyonu eklenerek solisyonun
pH’s1 6 olarak Olciilmiistiir. X2 soliisyonunda ise 500 ml saf su icerisine 25 ml dibasic
soliisyon eklenip yine pH’s1 6 olarak Ol¢iilmiistiir. Daha sonra 720 ml X1, 180 ml X2

karistirtlip Potasyum fosfat buffer sollisyonu hazirlanmigtir.

3.2.4.1.2. Poliakrilamid Jeller, Boyama Soliisyonu ve Fiksatifin Yapilmasi ve
Uygulanmasi

3.2.4.1.2.1. Kosturucu Jelin Yapihsi ve Uygulanmasi (4 plaka jel icin)

Ik olarak kosturucu ve tamamlayici jellerin konulacagi camlarin kenarlarma ve
tabanina jelin sizmasin1 dnlemek i¢in gres yagi uygulanarak plakalar kapatilmis ve yerine
dikey bir sekilde yerlestirilmistir. Daha sonra kosturucu jel hazirlanmistir. Bunun i¢in bir
cam beher i¢cinde 5.0 ml Jel buffer (pH: 8.8) soliisyonu, 5.4 ml Acrylamide/BIS, 9.6 ml saf
su, 100 pL amonyum persiilfat soliisyonu ve 10 pL Temed kimyasalinin karigimi
saglanmigtir. Hazirlanan jel solusyonunun ikili camlardan olusmus Bio-Rad mini-jel
tanklarina dolumlar1 yapilmistir. Dolumlar yapilirken tanklarda hava kabarciklarinin
olusmamasina dikkat edilmistir. Daha sonra taraklarin gelecegi kisma kadar doldurulan

jelin diizgiin bir sekilde donmasii saglamak amaciyla % 50 Butanol karisimi cam
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tabakanin bos kalan iist kismina eklenmistir. Jelin donmast ig¢in 35- 40 dk’lik bir siire
beklendikten sonra cam panellerdeki sivi bosaltilmis ve saf su ile en az 3 kere yikanarak

butanol sivisindan arindirilmasi saglanmaistir.

3.2.4.1.2.2. Tamamlayici Jelin Yapilis1 ve Uygulanmasi

Kosturucu jelimizin iizerine eklenecek bu jelin hazirlanmasi asamasinda, 1.3 ml
Acrylamide/BIS soliisyonu, 50 pL amonyum persiilfat soliisyonu,2.5 ml Jel buffer
(pH:6.8), 6.2 ml saf su ve 10 puL Temed kullanilmistir. Donmus olan kosturucu jelin
lizerine, hava kabarcig1 kalmayacak sekilde hazirlanan bu tamamlayici jel doldurulmus ve
taraklar bu jelin igerisine oturtulmustur. Daha sonra 30-35 dk donmaya birakilmistir.
Tamamlayici jelin donmasi saglandiktan sonra taraklar donan jele zarar gelmeyecek

sekilde ¢ikarilmastir.

3.2.4.1.2.3.Jellerin Elekroforez Tanklarina Yerlestirilmesi ve Disi Nematodlarin
Jellere Dolumu

Icerisinde jel bulunan Cam plakalar tankin igerisine yerlestirildikten sonra jelin
bulundugu camlarin i¢ tarafina elektrot buffer1 eklenip sizma yapip yapmadigina
bakildiktan sonra gerekli seviyeye kadar elektrot solusyonu ile doldurulmustur. Elektrot
solusyonu ile tank doldurulduktan sonra, 6rnek buffer i¢inde yardimci bir malzeme ile
ezilen her bir disi nematod, jelde bulunan her bir taraga dikkatlice yiliklemesi yapilmistir.
Jelin sag ve sol taragina marker olarak secilen Meloidogyne javanica konulmus olup, diger
kalan 8 taraga tiirli belli olmayan (sorvey yapilan sebze alanlarindaki urlu bitkilerden elde
edilen) disiler konulmustur. Tamamlayici jel icin 80 Volt 13 dk, kosturucu jel icin ise 200
Volt 45 dk elektrik akimina tabi tutulmustur.
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Sekil 9.9. Elektroforez tankinin hazirlanmasi, orneklerin kuyucuklara eklenmesi ve
elektrik akiminin verilmesi

3.2.4.1.2.4. Elektroforez isleminden Sonra Elde Edilen Jellerin Esteraz izoenzimine
Ozgii Boyama Soliisyonun Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Akrilamid jelin ilizerinde bulunabilecek muhtemel esteraz enzimine ait bantlarin
goriiniir hale gelmesinde bize yardimci olacak boyama soliisyonunun hazirlanmasi igin 5
ml Aseton, 0.1 g a-Naftil Asetat ve 5 ml saf su’dan olusan soliisyondan 6 ml alinmis ve 0.2
g Fast Blue RR Salt ile birlikte 200 ml Potasyum Fosfat buffer karigimi igerisinde
eritilmesi saglanmistir. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra tanktan cam plakalar
¢ikarilmig ve saf su igerisinde jellerin cam plakalardan ayrilmasi amaci ile bio-rad jel
kesme aparati ile dikkatli bir sekilde cam plakalarin ayrilmasi saglanmistir. Ayristirilan
jeller 50 mI’lik boyama soliisyonu bulunan kaplara konulmustur. Ustleri aliiminyum folya

ile kaplanmis kaplar karanlik ortamda 40-45 dk boyamaya birakilmigtir.

3.2.4.1.2.5. Jellerin Muhafazas Icin Fiksatif Yapilis1 ve Uygulanmasi

Karanlik ortamda bekletilen boyama soliisyonu, jellere zarar gelmeyecek sekilde
bosaltilmis ve saf su ile 3 kez yikanmistir. Boyamaya tabi tutulmus jellerde olusmus
bantlarin bozulmadan korunmasi i¢in 20 ml Gliserol, 140 ml saf su ve 40 ml Ethanol’dan
olusan fiksatif solusyonuna konulmustur. Herbirine 50 ml’lik fiksatif solusyonu gelecek
sekilde kaplara konulmus ve aliminyum folyo ile kapatilarak daha sonra fotograflanmak

tizere karanlik ortamda korunmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Diyarbakir ili Hevsel Bahgeleri sebze alanlarinda 20019-2020 yillar1 Agustos-EKim
aylarinda arazi siirveylerinde toplanan bitki kokleri gal indexine gore degerlendirilerek
bitki koklerinden alinan disi bireylerin, perineal patterns (anal kesit) ve PAGE
(poliakrilamid jel elektroforez) yontemleri sonucuyla tiir teshisi yapilmistir. Yapilan

teshisler sonucunda tiirlerin yayilimi belirlenmistir.

4.1. Kok-ur Nematodu bulasikhihiginin gal indexine gore degerlendirilmesi ve
yayilisinin tespiti

Yapilan sorveylerde Hevsel bahgesinde Yetistiriciligi yapilan sebze tiirlerinde kok
ur nematodunun bulagiklilik derecesini tespit etmek igin 0-10 ur skalasindan (Sekil 3. 11.)
yararlanilarak alinan kokler degerlendirilmis, bulasiklilik derecesi tespit edilmistir( Cizelge
1.1). Yapilan tespit sonucunda sorvey yapilan 50 ayri Sebze iretim parselinin sadece
22°sinin kok-ur nematoduyla bulasik oldugu ve alinan 455 bitki 6rneginin ur skalasina gore
203 adedinde kok-ur nematodu tespit edilmistir. Yapilan calisma sonucunda Nematod
orneklemesinin yapildigi alanlarin %44’smin kok ur nematoduyla bulasik oldugu tespit
edilmistir. Uretimin yogun sekilde yapildig1 sebze guruplarindan Marul ve 1spanakta kok-
ur nematoduna rastlanmazken, nematod bulagikliliginin daha ¢ok domates biber patlicanda

oldugu tespit edilmistir.
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DA %
9 10
Skala Degeri Kik Durumu ﬂ

0 Ur yok -
1 Kolay goze ¢arpmayan kuictik urlar -
2 Ana kokte olmayan kucuk vrlar -
3 Ana kékte olmayan bazilan bitviik urlar +
- Ana kdkte olmayan tamamu biiyviik urlar +
5 Koklerin yarist urlu, bazi urlar ana kokte +
6 Ana kokte urlanma acik bir sekilde goriillmekte +
7 Kokiin biiyiik bir béliimii urlu +
8 Tum kok urlu. sekonder kdklerde urlanma yok +
9 Tim kék ¢ok urlu, bitk: dliime yvaklasmis +
10 Tiim kok ¢ok etkilenmis. genellikle bitka 6lia +

Sekil 4.1. Sérvey yapilan alanlardan 6rneklerin toplanmasi
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Cizelge 4.1. Sorvey sonucunda 0-10 gal indexine gore elde edilen bulasiklilik derecesi ve yayilis tespiti

KONUKCU TARLA BIiTKIi SAYISI SKALA DEGERI
BiTKi SAYISI
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
DOMATES 13 130 40 2 5 22 | 9 15 13 10 6 8
PATLICAN 12 120 50 18 10 4 3 3 8 11 5 6 2
BiBER 10 100 69 23 6 1 1
KABAK 2 2 1 1
FASULYE 4 20 10 6 4
MARUL 6 60 60
TURP 1 3 2 1
ISPANAK 2 20 20
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4.2. Kok-ur Nematodlarinin Perineal Kesit Yontemi ile Tamimlanmasi

Sorveyi yapilarak bulasikligin tespit edildigi 22 sorvey alanindan elde edilen Kok-
ur nematodlarinin morfolojik olarak tanimlanmasi amaciyla 31 preperatta bulunan 152
perineal kesit preperatlart NIS-Elements goriintileme yazilimini yardimi ile 151k
mikroskobunda altinda mikroskobun mercek numarasi en kiigiikten 4x/0.10 baslanarak, en
son 60x/0.85’e kadar biiyiiltiilmiis ve kok-ur nematodunun anal kesitinin fotograflanmasi
yapilmistir. Fotograflar1 alindiktan sonra tiir teshis anahtarlar1 ile karsilastirilarak bu
nematodlarinin tanimlamalart yapilmistir. Karsilastirma sonucu Diyarbakir ili Hevsel
bahgeleri sebze alanlarinda tespit edilen Kok-ur Nematodlarmin Meloidogyne arenaria,
Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica tiirlerine ait oldugu teshis dilmistir (Sekil
4.2; 4.3; 4.4)). Elde edilen sonuglar, Diyarbakir ilinde 2005-2006 yillarinda perineal
patterns (anal kesit) yontemine gore yapilan teshis calismalarinin sonuglariyla da benzerlik
gostermistir. Ayrica, Diyarbakir ili Hevsel bahgeleriden alinan 6rneklerdeki nematodlarin
Meloidogyne incognita tiiriine ait oldugu bulunmusken (Imren, 2007), bu ¢alismada hevsel
bahgelerinde Meloidogyne incognita ile birlikte Meloidogyne javanica ve Meloidogyne
arenaria tirleri de tespit edilmistir. Degisik bitki gruplarinda tespiti yapilan nematodlar
cizelgede verilmistir (¢izelge4.2).

Cizelge 4.2. Degisik bitki gruplarina gore perineal patterns yontemin sonucunda elde
edilen nematod varliklar

Konukgu Bitki M. Javanica M. Arenaria M. Incognita
Domates 62 3 14
Patlican 30 2 8

Biber 7 1 10
Kabak 6 1 3
Fasiilye 0 1 4
Marul 0 0 0
Turp 0 0 0
Ispanak 0 0 0

Kok-ur nematod tiirlerinin teshisinde morfolojik yontemlerden biri olan perineal
kesit yontemi oldukca yaygin kullanilmaktadir. Anal kesit yontemi kullanilarak kok-ur
nematodu teshislerinin yapildig: bir¢ok ¢aligma literatiirde mevcuttur (Pheng ve Birchfield,
1978; Eisenback ve ark. 1980, Carneiro ve ark. , 1996, Kaskavalc1 ve Onciier, 1999;
Cetintas ve ark., 2003; Imren , 2007 ; Giirkan T., 2019; Giirkan B., 2021). Ksk-ur nematod
tiirlerinin teshisinde kullanilan morfolojik yontemlerden biri olan perineal kesit yOntemi

olduk¢a yaygin kullanilmaktadir. Bu yontem ile Kok-ur nematod disilerinin anal preperatlar
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yapilmak suretiyle morfolojik olarak tanimlamalarindan faydalanilmaktadir.

Sekil 4.2. Bitki koklerinden alinan disi nematodlarin 1s1k mikroskobunda teshis edilen M.
arenaria perineral desenleri (60x)

Sekil 4.3. Bitki koklerinden alinan disi nematodlarin 1s1k mikroskobunda teghisi
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Sekil 4.4. Bitki koklerinden alinan disi nematodlarin 151k mikroskobunda teshis edilen M.
javanica perineal desenleri (60x)

Meloidogyne incognita’nin perineal sekli oval yuvarlak, dorsal kemer koseli ve
yiiksek, strianin dalgali ve lateral alanmn belirsiz olmasidir. M. incognita’nin anal
kesitlerinin piirlizsiiz strealariyla karakteristik olarak yiiksek dorsal kemere sahip olmasi ile
taninir. Fakat bazi anal kesitlerde ise dorsal kemer diisiik strealar dalgali olabilmektedir.
Bazilarinda yanal ¢izgilerin yakininda belirgin sekilde catallasma ve yan kanatlar
goriilebilir. Cogunlukla bazi strealar vulvaya dogru biikiilir (Chitwood, 1949;
Triantaphyllou and Sasser, 1960). M. javanica’nin perineal sekli yuvarlak, dorsal kemer
cizgileri diiz, kuyruk halkasi ¢ogunlukla belirgin, kismen paralel g¢izgilerle striadan
ayrilmis ve lateral hat belirgindir (Eisenback ve ark., 1985). Meloidogyne javanica’nin anal
kesitleri teshiste kolaylikla taninir. Ciinkii bir¢ok anal Kesit 6rneginde ventral bolgeleri ve
dorsalini belirgin bir sekilde tanimlayan yanal c¢izgileri mevcuttur (Chitwood, 1949;
Eisenback, 1981). M. javanica’nin anal kesiti yanal ¢izgiler sayesinde M. incognita ve M.
arenaria’nin kesitlerinden kolaylikla ayirt edilebilir. Meloidogyne arenaria’nin ise
perineal kesit ¢izgilerinin piirlizsiiz ve hafif dalgali, genellikle yanlamasina uzamig
seklinde oldugu, perineal kesidinin yanal kenar1 tizerinde bir veya iki kanat olusturdugu ve
belirgin bir yanal sirtinin olmadigi belirtilmistir (Cliff, 1985; Eisenback, 1985a; Mwesige
ve ark. , 2016). Schmitt ve ark. (2018) M. Arenaria’ya 6zgii anal kesitinde diigiik dorsal
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kemer bulundugunu ve ¢izgilerinin hafif dalgali oldugunu belirtmistirler. Anal kesiti ile
teshiste M. javanica’nin yanal ¢izgileri sayesinde diger tiirlerden kolaylikla ayrilabilmesine
ragmen, M. arenaria’nin anal sekillerinin M. incognita ve M. javanica ile karistirilabilir
olmasi, yanls tir teshisine neden olabilmektedir (Carneiro ve ark., 2014; Aydmnli ve
Mennan, 2016). Hevsel Bahgelerinde tespit edilen kok-ur nematod tiirlerinin teshisi yapilan
onceki ¢alismalarla uyumlu bulunmustur. Meloidogyne tiirlerini yalnizca perineal pattern
kullanarak teshis etmek, popiilasyon i¢i bazi tiirlerin birbiriyle benzerlik gostermesinden
dolay1 oldukca zordur. Ornegin Meloidogyne hispanica ve Meloidogyne arenaria tiirlerinin
anal kesitleri birbirine ¢cok benzedigi gibi (Hugall ve ark., 1994; Castillo ve ark., 2001)
Meloidogyne paranaensis’in perineal sekillerinin Meloidogyne incognita’ya benzedigi
yapilan ¢aligmalarda tespit edilmistir (Carneiro ve ark., 1996). Biyokimyasal ve molekiiler
metodlar morfolojik karakterlere gore daha hizli ve daha dogru sonuglar verdiginden dolay1
Meloidogyne tiirlerini ayirt etmede kullanilmaktadir (Adam ve ark., 2007). Bu sebeplerden
otiirii galismada Kok-ur nematod tiirlerinin teshisinde biyokimyasal bir metod olan page

yontemi kullanilmistir.

4.2.Kok-ur Nematodlarimin Poliakrilamid Jel Elektroforez Yontemi ile Tanimlanmasi

Kok-ur nematodlarinin tiirlerinin  belirlenmesinde Poliakrilamid jel elektroforez
(PAGE) yonteminin kullanilmasimin  olduk¢a yaygin olmasi, Meloidogyne hapla
populasyonlarinin = %94’tinii, M. incognita popiilasyonlarinin %98’i ve M. javanica
populasyonlarinin %100’iinii tanimlayabildigi yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Esbenshade
ve Triantaphyllou, 1985). Bu calismada poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) yontemi
kullanilarak 22 popiilasyonda kok-ur nematod teshisi yapilmistir. Teshis sonucunda Jel
tizerindeki bantlar ile esteraz fenotip tanimlamalar1 Esbenshade ve Triantaphyllou (1985)’e

gore yapilmustir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5.Sekiz tane ayri nematod tiiriinii birbirinden ayirt etmede kullanilan kok-ur
nematodu tiirlerine 6zgili esteraz ve malat dehidrogenaz enzim fenotiplerini
gosteren  protein  bantlar1  (Esbenshade ve Triantaphyllou, 1989)

32



Calisma sonucunda tespiti yalpan kok-ur nematodlarinin Meloidogyne incognita,
M. Arenaria ve M. Javanica tiirleri oldugu tespit edilmistir. Calismada Hevsel Bahgesi
sebze alanlarindan toplanan 22 adet Kok-ur nematodu populasyonundan, 14 6rnekte M.
javanica, 3 érnekte M. arenaria, 5 drnekte M. Incognita saptanmis olup, bulunma oranlari
strastyla % 63.63, % 13.63, % 22.72 olmustur.

Cizelge 4.3. Degisik bitki gruplarina gore Poliakrilamid jel elektroforez sonuglarina gore
elde edilen nematod varliklar

Konukcu Bitki M. Javanica M. Arenaria M. Incognita
Domates 7 2 0
Patlican

Biber
Kabak
Fasiilye
Marul
Turp
Ispanak 0 0

ocoocoor oo
oo r o oo
OO O0OFr O Wk

Diinyada Tropikal ve subtropikal bolgelerden toplanan 13 kok-ur nematodunun
teshisi, malat dehidrojenaz (MDH), esteraz (EST) ve siiper oksit dismutaz (SOD) izoenzim
fenotiplerine gore yapilmis ve M. incognita, M. javanica ve M. mayaguensis tiirleri tespit
edilmistir (Molinari ve ark., 2005). Mennan ve ark. 2011 yilinda page yonteminden
yararlanarak maydanoz bitkisinde M. arenaria tiirii oldugunu bildirmistir. Kahramanmaras
ve c¢evresindeki sebze alanlarinda (domates, biber ve patlican) bulunan kok-ur
nematodlarinin teshisinde kullanilan page yontemi ile bu alanlarda M. incognita tiirii tespit
edilmistir (Cakmak, 2011; Cetintas ve Cakmak, 2016). Yine aym yontem ile Giirkan
(2017) Kahramanmaras ¢evresinde sebze alanlarinda M. incognita’ya ek olarak Tiirkoglu
bolgesinde M. javanica tiirii tespit edilmistir. Samsun ili sebze alanlarinda yapilan
caligmada esteraz fenotipine gore M. luci, M. arenaria ve M. incognita tiirleri tespit
edilmistir (Aydinli, 2018). Arslan (2019) biyokimyasal yoOntemler kullanarak dogu
Akdeniz bolgesi oOrtii alt1 sebze alanlarinda M. incognita tespit etmistir. Gaziantep, Kilis ve
Osmaniye sebze alanlarinda yapilan ¢alismada esteraz fenotipine goére M. javanica, M.
arenaria ve M. incognita tiirleri tespit edilmistir (Giirkan, 2021). Diinyada Birgok
aragtirmaci esteraz fenotiplerini kullanarak kok-ur nematodlariin teshisini yapmustir;
Kuzey Portekiz’de domateste M. javanica (Rusinque ve ark., 2017), Brezilya soya
fasulyesinde M. incognita ve M. javanica (Oliveira ve ark., 2017), Brezilya Rio Grande do

Sul eyaletinde hiyar bitkisinde M. arenaria (Schmitt ve ark., 2018), Afrika Benin, Kenya,
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Nijerya, Tanzanya ve Uganda sebzelerde M. javanica, M. incognita, M. arenaria, M.
enterolobii ve M. izalcoensis (Marcilene ve ark., 2019) tiirleri tespit edilmistir. Diinyada ve
tirkiyede yapilan literatiir calismalar1 esteraz fenotipine gore yapilan calisma sonuclarini
destekler niteliktedir. Bu calismada Diyarbakir ilinde esteraz fenotipine goére PAGE

caligsmasi kok ur nematodlarinin teshisinde ilk defa kullanilmistir.

Sekil 4.6. Poliagrilamid jel iizerinde esteraz fenotiplerinin goriintiisii ve sonuglari
Meloidogyne javanica (L2-L5-L6-L7), Meloidogyne arenaria (L4-L8),
kontrol Meloidogyne javanica (L1 ve L9)
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Sekil 4.7. Poliagrilamid jel iizerinde esteraz fenotiplerinin goriintlisii ve sonuglari
Meloidogyne javanica (L4-L5-L6-L7-L8-L9), Meloidogyne arenaria (L2-
L3), kontrol Meloidogyne javanica (L1)

Sekil 4.8. Poliagrilamid jel lizerinde esteraz fenotiplerinin goriintiisi ve sonuglari.
Meloidogyne javanica (L3-L4-L8-L9), Meloidogyne incognita ( L2-L6-L7),
Meloidogyne arenaria (L5), kontrol Meloidogyne javanica (L1-L10)
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5. SONUC

Bu aragtirmada oncelikli olarak Diyarbakir ili hevsel bahgeleri sebze tarlalarin kok-
ur nematoduyla bulasik olup olmadigima bakilmistir. Her bir tarladan 5 ila 10 bitki kok
orneginin alindigi, 50 ayr1 sebze tarlasi ziyaret edilmistir. Bu tarlalarda %44°liik bir
bulagma goriilmiistiir. Diyarbakir ilinde ilk defa zarara ugramis koklerden elde edilen kok-
ur nematodlarimin disileriyle poliakrilamid jel elektroforez ve perineal patterns
yontemlerinin birlikte kullanilmasi ile Meloidogyne spp.’nin tan1 ve teshisi yapilmistir. Bu
calismada hevsel bahgeleri sebze alanlarindan toplanan 22 adet Kok-ur nematodu
populasyonundan PAGE yontemi sonuglarina gore, 14 6rnekte M. javanica, 3 ornekte M.
arenaria, 5 ornekte M. incognita saptanmis olup, tiirlerin yayilimimin sirasiyla %63.63,
%13.63, %22.72 bulunmustur. Yapilan sorveyler sonucunda disilerin perineal
kisimlarindan yapilan teshisler sonucu ve PAGE yontemiyle desteklenen sonuglar
neticesinde bolgede en yaygin tiirin M. Javanica oldugu, tespit edilmistir. Arastirmada
kullanilan biitiin yontemler nematod tiirlerinin teshisinde kullanilan morfolojik ve
biyokimyasal yontemlerin birlikte kullanilmasi tiir teshisinin dogru ve giivenilir sekilde

yapilmasi agisindan 6nem arzettigini gostermistir.

Diyarbakir ili hevsel bahgeleri sebze alanlarinda yapilan bu arastirmada ekilis
alanlarinda M. incognita, M. javanica ve M. arenaria tespit edilmistir. Yapilan ¢alisma
ender tiir olan M. Arenaria’nin Hevsel bahgelerinde tespiti i¢in bir ilktir. M. arenaria’nin
karasal iklimde goriinme nedeni olarak Giiney Dogu Anadolu bolgesinde yapilan barajlar
ve kiiresel 1sinmadan kaynakli bolgenin karasal iklimden iliman iklime gegisi olarak
diigiiniilebilir. Meloidogyne javanica’nin Diinya’da sicak iklim bdlgelerinde yayilis
gosterdigi bilinmektedir. Bolgede Meloidogyne javanica’nin hakim tiir olmasi yillik
ortalama 500 mm den az yagis alan Diyarbakir ilinde hevsel bahgelerinin bulundugu sebze
tiretim alanlarmin Dicle nehri kenarinda aliivyal birikmelerle olusan kumlu toprak yapisina
sahip olmas1 Yiiksel (1974)’in, belirtmis oldugu M. javanica tiiriiniin genellikle iklime
bagl olarak yagisin az ve toprak neminin diisiik oldugu bolgelerde bulundugu bilgisini
kanitlar niteliktedir. Diinya’da yapilan ¢aligmalarda en yaygin kok-ur nematodu tiir’iin M.
incognita oldugunu bilinmektedir. Sasser ve Carter (1985)’in 75 farkli iilkeden aldiklari
1000’den fazla 6rnegin %52’sinin bu tiir ile bulasik oldugunu teshislerinde belirtmesi bunu
dogrular niteliktedir. Ulkemizde bu konuda calisan arastirmacilardan Enneli (1980) de I¢
Anadolu bolgesinde tespit edilen tiirlerin %93°niin M. incognita oldugunu belirterek

calisma sonuglarim desteklemektedir. Diyarbakir ili Hevsel bahcelerinde Imren (2007)’nin
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yaptigi ¢alismada M. incognita’nin varligi bolgemizde tespit edilmistir. Bu nedenle
yapilan ¢alismada M. incognita’nin bolgemizde bulunmasi 6nceki ¢alismalarla paralellik

gostermektedir.

Diinyada ve Tiirkiye’de sebze liretiminde iiriin kayiplarina neden olan etmenlerin
biride bitki paraziti nematodlardir. Bu ¢alismayla tespiti yapilan tiirlerle nematod varligi
tespit edilen 8 bin yildir bahge kiiltiirii siire gelen bolgede sebze yetistiriciligi yapilan

alanlar basta olmak iizere diger iiriin kayiplarina da neden olacagi diistiniilmektedir.

Kok-ur nematodlarinin  miicadelesinde  dayanikli  ¢esitlerin  se¢imi, toprak
solarizasyonu, ekim nobeti ve kimyasal miicadele kullanilmaktadir. Kok-ur nematodlarinin
toprak ustiinde gosterdigi belirtiler birgok fungal hastalik etmenleri ve bitki besin elementi
eksiklikleriyle benzer yapidadir. Bu nedenle tarimsal zararli ve hastaliklarla savagimda yogun
olarak kullanilan kimyasal ilaglarin ¢evre, insan ve yararl organizmalara olan olumsuz etkileri
diisiiniilerek dogru teshis, tan1 ve savasim yontemi belirlenerek gilinlimiizde zararliyla
miicadelenin Oniine gegilebilecegi daha iyi anlasilmaktadir. Bu konuda il ve ilge tarim
miidirliikleri araciligi ile bu konuda bilgi sahibi olmayan yetistiriciler 6ncelikli olarak
bilgilendirilmeli ve bu zararlilara kars1 kimyasal miicadeleden ziyade uygun kiiltiirel ve
fiziksel miicadele yontmeleri benimsetilmelidir. Nematodlarla miicadelenin oldukg¢a zor ve
ekonomik olmamasi nedeniyle yapilan ¢aligmada bdlgede zararli nematod tiirlerinin tespiti,
bu nematodlarla savasim yonteminin secilmesi ve gelistirilmesi agisindan Onemlidir.
Ornegin; M. incognita tiiriiniin ¢ilek ve yerfistiginda konukgu olmadigi bilinmektedir.
Bolgede M. incognita tiiriine karsi alternatif {iriin olarak kullanilarak popiilasyon
seviyesinin diisiisii saglanabilir. Kok-ur nematodlart ¢ogunlukla sulama suyuyla
yayilmaktadir. Bu ylizden bulagmanin oldugu arazilerde karik sulama yoOnteminden
vazgecilmeli, damlama sulama sistemi uygulamasi ile sulama suyunun tarladan tarlaya
akist engellenmelidir. Kiiltiirel 6nlemlerin yani sira bitki parazit nematodlarin nematodtan
ari alanlara bulagsmasinin Oniine ge¢mek igin i¢ karantina Onlemlerine hassasiyetle

gosterilmelidir.
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