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OZET

KARADENIZ BOLGESINDE YETISTIRILEN MISIR (Zea mays L.)
BITKILERINDE ZARARLI OLARAK TESPIiT EDILEN ENDOPARAZIT
NEMATODLARIN MORFOLOJIK ve MOLEKULER
KARAKTERIZASYONLARININ BELIRLENMESI

UGUR YIiGiT
ORDU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BiTKi KORUMA ANABILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZI 96 SAYFA
TEZ DANISMANI: DR. OGR. UYESI FARUK AKYAZI

Bu arastirmada Karadeniz Boélgesinde misir (Zea mays L.) yetistirilen alanlarda
zararl1 olarak tespit edilen endoparazit nematodlarin morfolojik, morfometrik ve
molekiiler karakterizasyonlar1 belirlenmistir. Mayis 2016 - Kasim 2017 yillar
arasinda Karadeniz Bolgesi’nde misir yetistiriciligi yapilan 17 ilden kok ve toprak
ornekleri almmmustir. Alinan Orneklerden elde edilen nematodlarin tiirleri ve
yogunluklari tespit edilmistir. Artvin ili hari¢ biitiin illerde Pratylenchus tiirlerine
rastlanilmistir. Meloidogyne cinsine bagl tiirler sadece Rize ve Ordu’da tespit
edilmistir. Morfolojik ve molekiiler analiz sonucunda Meloidogyne arenaria, M. luci,
Pratylenchus agilis, P. mediterraneus, P. neglectus, P. penetrans, P. thornei ve P.
vulnus tiirleri tespit edilmistir. Tespit edilen Pratylenchus agilis tiirii Tiirkiye faunasi
i¢in ilk kayit niteligi tagimaktadir. Ayrica Ordu ili Altmordu ve Unye ilgesinde
secilen iki farkli misir yetistircilik alaninda topraktaki kok-ur nematodu ikinci donem
larvalar1 (J2) ile kok lezyon nematodlarina ait bireylerin populasyon dalgalanmasi y1l
boyunca aylik periyotlarda takip edilmistir. Calisma sonucunda Altinordu’daki
tarlada en yiiksek populasyon yogunlugu 2017 yilinin Ekim ayinda Meloidogyne spp.
icin 462 (J2/100 cm? toprak) iken, Pratylenchus spp. igin ise 38 (J2 /100 cm® toprak)
olarak tespit edilmistir. Unye ilgesinde segilen tarlada yapilan sayimlarda ise en
yiiksek populasyon yogunlugu Meloidogyne spp. i¢in 2016 yilinin Aralik ayinda 203
(J2/100 cm? toprak) gozlenirken, Pratylenchus spp. icin Agustos aymndaki yogunluk
63 (nematod/100 cm? toprak) olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: ilk kayit, Karadeniz Bolgesi, Meloidogyne, Pratylenchus



ABSTRACT

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
ENDOPARASITIC NEMATODES IN CORN (Zea mays L.) GROWING IN
BLACK SEA REGION OF TURKEY

UGUR YIiGiT

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

PLANT PROTECTION

MSc. THESIS 96 PAGES
SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. FARUK AKYAZI

In this study, the morphological, morphometric and molecular characterizations of
endoparasitic nematodes, which were determined to be harmful to maize (Zea mays
L.) in the Black Sea Region, were determined. Between May 2016 and November
2017, roots and soil samples were collected from 17 provinces where corn cultivation
in the Black Sea Region. The species and densities of the nematodes obtained from
the samples were determined. Pratylenchus species were found in all the province
except Artvin. Meloidogyne species were detected only in Rize and Ordu provinces.
Meloidogyne arenaria, M. luci, Pratylenchus agilis, P. mediterraneus, P. neglectus,
P. penetrans, P. thornei and P. vulnus species were detected in the samples obtained
as a result of morphological and molecular analysis. Pratylenchus agilis is the first
records for the fauna of Turkey. In addition, population fluctuations of root-knot
nematode infective second-stage larvae (J2) and root lesion nematode individuals
(larvae+female) in soil were followed up monthly in two different maize growing
fields (Altmordu and Unye) during 2016 and 2017. In the result of the study, the
highest population were observed in October 2017 as 462 (J2/100 cm?® soil) for
Meloidogyne spp. and 38 individuals /200 cm? soil for Pratylenchus spp. at field
Altmordu. The highest population of Meloidogyne spp. were observed as 203 J2/100
cm® soil in December 2016, while Pratylenchus spp. in August for 63
individuals/100 cm? soil at field Unye.

Key Words: Black Sea Region, First report, Meloidogyne, Pratylenchus
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1. GIRIS

Misir (Zea mays L.), anavatant Amerika kitasi olan binlerce yildir {iretimi yapilan,
tropik, subtropik ve 1liman iklim kusaklarina 6zgili, Antartika haricinde diinyanin
hemen hemen her yerinde yetisebilen, tek yillik sicak iklim tahilidir (Kiin ve
Emekliler, 1987; Anonim, 2005). Amerika’nin kesfinden sonra musir ilk olarak
Ispanya’ya gelmis ve buradan da diger Avrupa iilkelerine dagilmistir. Ulkemize ise
1600 lii yillarin basinda Kuzey Afrika lizerinden girdigi diisiiniilmektedir. Suriye
veya Misir iizerinden iilkemize giris yaptigi igin misir ismi verilmistir (Anonim,

2005).

Mistr, diinyada ekim alan1 bakimindan bugday ve geltikten sonra 3. sirada yer alirken
tiretim miktar1 bakimindan ilk sirada yer almaktadir. Diinyadaki toplam musir iiretimi
989 milyon ton olup bu iiretimin yarisindan fazlasint ABD ve Cin iistlenmektedir.
Uretimde bu iki iilkeyi Brezilya, Ukrayna, Arjantin, Hindistan, Meksika, Giiney
Afrika, Kanada ve Rusya takip etmektedir. Tiirkiye’de ise bu iiretim 2016 yil1 itibari
ile 6.800.192 dekarda 6.400.000 tondur (TUIK, 2016). Ulkemizde bélge bazinda en
fazla misir tiretimi Akdeniz Bolgesi’nde yapilmaktadir. Tiim illerinde misir iiretimi
yapilan Karadeniz Bolgesi ise bu iiretime 227.812 ton musir ile 6nemli bir katki
saglamaktadir. Bolgemize iller bazinda bakildiginda en fazla iiretim Samsun’da

yapilmakta olup bunu sirastyla Amasya ve Tokat takip etmektedir (TUIK, 2016).

Uretim alan1 ve verim bakimindan diinyada énemli kiiltiir bitkilerinden olan musirda
hastalik, zararli ve yabanci otlardan dolay1 % 67 civarinda {iriin kayiplar1 meydana
gelmektedir. Uriin kayiplarmin % 13’{iniin hastaliklardan, % 23’iiniin yabanc1
otlardan ve % 31’inin ise bitki zararlilarindan kaynaklandigi bildirilmistir (Derke ve
ark., 1994). Bitki zararlilarinin igerisinde misirda zarara ve tiriin kaiyplarina yol agan
bir grupta bitki paraziti nematodlardir. Diinya’da genis bir yayilis alanina sahip olan
nematodlar, yillar boyunca en az bilinen organizma gruplar1 arasinda yer almistir.
Bitki zararlisi nematodlarla ilgili olan ilk c¢alismalar, 19. ylizyilda kiltir
bitkilerindeki yapmis olduklar1 zararlarimin fark edilmesiyle baslamistir (Thorne,
1961). Misir iizerinde yapilan galismalar neticesinde ise 120 c¢esit bitki paraziti
nematod tiirii oldugu belirlenmistir. Sadece Kuzey Amerika’da misirda zararli 60 dan
fazla nematod tiirii tespit edilmistir (Norton, 1983). Misirda hasara neden olan

nematodlar  endoparazit [Hoplolaimus (lance), Meloidogyne (root-knot),
1



Pratylenchus (lesion)] ve ektoparazit nematodlar [(Xiphinema (dagger), Longidorus
(needle), Paratylenchus (pin), Helicotylenchus (spiral), Belonolaimus (sting),
Paratrichodorus (stubby root), Criconemella (ring), ve Tylenchorhynchus (stunt)]
olarak iki sekilde bulunabilmektedirler (Tylka ve ark., 2011). Bu nematodlarin
A.B.D’de yapilan bir arastirmaya gore misirda % 20’ den fazla iiriin kaybina neden

oldugu belirlenmistir (Koenning ve ark., 1999).

Diinya’da musir yetistirilen alanlarda bir¢ok endoparazit nematodlar tespit edilmesine
karsin  llkemizde musir yetistiriciliginin  yapildigi  Karadeniz Bdlgesi’nde
nematodlarla ilgili genis ¢apli detayli bir ¢alisma yapilmamistir. Bu alanda Yiiksel
(1974) ve Elekcioglu (1992) basta olmak iizere ¢ok az sayida arastirmaci ¢alisma

yiiriitmiis olup kapsamli bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu ¢aligmanin amaci, Tiirkiye’de musir yetistiriciliginin 6nemli bir kisminin yapildigi
Karadeniz Bolgesi’nde musirlarda yayilis gosteren endoparazitik nematodlarin

morfolojik, morfometrik ve molekiiler yontemlerle tespit edilmesine yoneliktir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Castaner, (1963) kire¢ veya N-P-K giibresi uygulanan misir arazilerindeki nematod
popiilasyonlarinin yogunluklarin1 kire¢ veya N-P-K giibresi uygulanmayan misir
arazilerindeki nematod popiilasyonlarinin  yogunluklar1 ile karsilagtirmistir.
Pratylenchus spp.’nin popiilasyon yogunlugunun N-P-K ile giibrelenmis arazilerde
en yiksek diizeyde sahip oldugunu, Helicotylenchus microlobus’un ise N-P-K
uygulanmayan arazilerde yogun olarak bulundugunu belirtmistir. Xiphinena

americanum’un da kirecli arazilerde yiiksek popiilasyona sahip oldugunu saptamistir.

Misirdaki kok-ur nematodlarinin ¢ogalma oranlarinin farkl tiirlere ve farkli misir
melezlerindeki ¢ogalma oranlarini incelemek i¢in Baldwin ve Barker (1970)
tarafindan bir ¢alisma yapilmistir. M. arenaria, M. incognita ve M. javanica’nin
‘Coker’, ‘Pioneer’ ve ‘McNair’ misir melezlerinin tigiinde de ¢ogaldigini ancak M.
hapla’ nin higbir misir melezinde ¢cogalmadigini saptamislardir. Ayrica Meloidogyne
popiilasyonlarinin ‘Coker’ ve ‘Pioneer’ melezlerinde ‘McNair’ melezlerine gore

nispeten daha hizli ¢cogaldiklarini belirtmislerdir.

Hindistan’in Rajasthan Eyaletindeki musir yetistirciligi yapilan alanlardan kist
nematodu elde etmek igin kok ornekleri alinmistir. Alinan 6rneklerden Heterodera
avenea elde edilmis olup daha sonra elde edilen kist nematodlar1 bugday, arpa, misir,
yulaf, sorgum, inci dar1, parmak dar1 ve ¢avdar bitkilerine agilanmigtir. Ancak sadece

misir ve arpada gelisim gdsterdigi bildirilmistir (Koshy ve ark., 1970).

Nijerya’da musir alanlarindaki  Pratylenchus  brachyurus’un  populasyon
dalgalanmasinin incenlendigi ¢alismada nematod populasyonunun Haziran'dan (299-
435 birey / 100 gr toprak ) Ekim aylarina kadar yagisli mevsimlerde en bol miktarda
oldugu saptanmistir. Temmuz ayinda ise musir koklerinde ve Ekim ayinda yabanci
otlarin etrafindaki topraklarda populasyon yogunlugunun diisiik oldugu
belirlenmistir. Aralik- Ocak aylarinda ise topraklarda ¢ok az yogunlukta olduklarini
ve Mart ayindan Temmuz'a kadar hizla ¢ogaldigi tespit edilmistir. Ancak yabani
otlarin etrafinda bulunan nematod yogunlugunun ise arastirma siiresince misirdaki
nematod populasyonundan diisiik seviyede oldugu tespit edilmistir (Egunjobi, 1974).
Nijerya’da yapilan diger bir g¢alismada Obuezie ve Ikpeze, (2012) Anambra

Eyaleti’ndeki dokuz musir alaninda bulunan bitki paraziti nematodlar1 bulasiklik
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durumunu arastirmislardir. Incelenen alanlarin yaklasik % 59,2’sinin  Heterodera
spp., Pratylenhus spp., Meloidogyne spp., Longidorus spp., Xiphinema spp. ve
Helicotylenchus spp. tiirleri ile bulasik oldugunu tespit etmislerdir. Bulagik alanda
bulunan nematodlarin misirda kalite ve verim kaybina neden oldugunu

belirtmislerdir.

Johnson ve ark., (1974) musirin da i¢inde bulundugu bir¢ok kiiltiir bitkisinde
Meloidogyne incognita, Pratylenchus zeae, P. brachyurus, Criconemoides ornatus,
Trichodorus christiei ve Helicotylenchus dihystera nematodlarinin mevsimsel
dalgalanmalarin1 4 yil boyunca takip etmisledir. Elde ettikleri verilere gore misirda
M. incognita’nin biitiin dénemlerde, Pratylenchus spp.’nin, C. ornatus’un ve T.
christiei’nin biitin aylarda diger irlinlere gére misirda daha yogun oldugunu
saptamiglardir. Yalnizca H. dihystera’nin diger iriinlerde misira gére daha yogun

bulunduklarini belirtmislerdir.

Norton ve Hoffmann, (1975) lowa’da bulunan musir alanlarinin  Longidorus
breviannulatus ile bulasik olduklarint saptamiglardir. Elde ettikleri L.
breviannulatus’un sera kiiltiirinde musir iizerinde ¢ogalma oranini incelemislerdir.
Inceleme sonucunda bireylerin yogunlugunun 100 ila 4120 arasinda artis gosterdigini
ve en fazla artisin ise kumlu topraklarda oldugunu belirtmiglerdir. Yine Iowa’da
Norton ve Oart (1981), misir tarlalarinda bitki parazit nematodlarinin popiilasyon
yogunluklarimi g¢alismiglardir. Bunun i¢in musir yetistiriciligi yapilan alanlardan
bliylime mevsimi boyunca her ay toprak ve kok ornekleri almiglardir. Alinan toprak
orneklerinde tespt edilen Xiphinema americanum’un en fazla yogunlugun bitkinin
kuzey yamacindan aliman oOrneklerde meydana geldigini, Helicotylenchus
pseudorobustus’un kuzey ve bati yamaglarinda, Paratylenchus microdorus’un ise en
fazla yogunlugunun genellikle bati yoniinden alinan drneklerde daha fazla oldugunu
saptamiglardir. Kok oOrneklerinde tespt edilen Pratylenchus spp.’nin yine batiya

bakan yoniinde daha yogun olduklarini belirtmislerdir.

Misir bitkisinde yapilan bir baska calismada ise farkli toprak isleme metodlarinin
nematod yogunlugu {lizerine etkisi arastirnlmistir. Arastirma sonucunda

Helicotylenchus pseudorobustus, Pratylenchus spp., Xiphinema americanum’un



zarar seviyeleri ve toplam nematod sayist bakimindan farkliliklar oldugu

belirlenmistir (Thomas, 1978).

Egunjobi ve Bolaji, (1979) Bati Nijerya’da misir alanlarinda bulunan Pratylenchus
tirlerinin  kurak donemdeki popiilasyon yogunlugu {izerine bir ¢aligma
yiritmiislerdir. Kurak donemde nematod populasyonun hizla azaldigimi ancak
kuraklik etkisi azaldik¢a popiilasyonunda artis oldugunu gézlemlemislerdir. Yapilan
bir baska c¢alismada ise kurak kosullardaki misirlara P. hexincisus'un yapmis oldugu
zararin sulanan musir alanlarindaki P. scribneri'nin yapmis oldugu zarardan daha
fazla oldugu belirtilmistir (Smolik ve Evenson, 1987). Afolami ve Fawole (1991) de,
Giliney-Bat1 Nijerya'da Ibadan'da Pratylenchus sefaensis Fortuner 1973'iin Zea mays
L. cv FARZ-7'nin biiylime ve verim {izerindeki etkisini arastirmislardir. Bir alana ii¢
ardisik sezonda misir ekmisler ve ekim sonucu popiilasyon yogunlugunu 250 gr
toprakta 1750 birey olarak belirlemislerdir. Artan popiilasyonun tane verimini
onemli Ol¢iide azalttigim1 ancak agirlik ve bitki boyu iizerinde istatistiksel olarak

onemli bir etki olusturmadiklarini belirtmislerdir.

Singh and Khan, (1981) Hindistan’da yaptiklari bir ¢alismada musir rizospherinden
elde ettikleri Pratulenchus thornei tiirlerini morfolojik ve morfometrik olarak
karsilastirmiglardir. Pratylenchus thornei’nin tiir i¢inde farkli 6zelikleri olabilecegini

ve arastirilmasi gerektigini belirtmiglerdir.

Maryland'de tespit edilen misir kist nematodu Heterodera zeae’nin konukgu dizisini
tespit etmek amaciyla 22 musir tiiriniin de iginde bulundugu 204 bitki tiiriine
Heterodera zeae larvalari inokule edilmistir. Misira inokule edilen Heterodera

zeae’nin tiim musir ¢esitlerinde gelistigi belirtilmistir (Ringer ve ark., 1987).

Davide, (1988) Filipinlerde yetisitiricilik yapilan alanlarda bulunan bitki paraziti
nematodlar1 saptamak amaciyla bir ¢alisma yiiriitmiis ve bu c¢alisma kapsaminda
misirinda i¢inde bulndugu bir¢ok iiriinii incelemislerdir. Misir yetistirciligi yapilan
alanlardan alinan orneklerin Pratylenchus zea ve Thylenchulus martini ile bulasik

oldugunu belirtmistir.

Norton ve Edwards, (1988) Iowa'da musir yetistirilen kumlu topraklarin 0-15 ve 15-

30 cm'lik derinligindeki nematod yogunlugunu iki yil boyunca incelemislerdir.

Yapilan inceleme sonucunda Longidorus breviannulatus'un popiilasyonun sezon
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ortasia kadar 0-15 cm toprak derinli§inde daha yogun oldugunu tespit etmislerdir.
Pratylenchus scribneri ve Xiphinema americanum'un en yogun populasyonlarinin
Agustos'un sonlarinda veya Eyliil baginda oldugunu saptamislardir. Hoplolaimus
galeatus'un ergin bireylerinin ise koklerde az oldugunu toprakta ise oldukga fazla
oldugunu belirtmislerdir. Bunun yaninda P. scribneri'nin ise 0-15 cm derinlikte daha

yogun oldugunu ifade etmislerdir.

Giliney Afrika'nin ana musir liretim bdlgelerinde yetistirme kosullarin temsilcisi olan
on dort musir tarlasi, 1984/85 yetistirme sezonunda takip edilmistir. Tarlalarda
bulunan bitki parazit nematod tiirlerinin popiilasyonlarinin ¢ok az olmasina ragmen
bazi O6nemli bitki paraziti nematoladlarin oldugu bildirilmistir. Paratrichodorus
minor, Scutellonenza brachyurum ve Criconemella sphaerocephala Pratylenchus
zeaea ve Pratylenchus brachyurus yogun olarak bulunan tiirlerdir. Toprakta bulunan
ektoparazit nematodlarin yogunluklarinin ekimden {i¢ hafta sonra yogunlugunun
disiik oldugunu fakat yaklasik on bir hafta sonra ortalama bes kat arttigi
bildirilmistir. Koklerde bulunan endoparazitik nematodlarinin yogunluklarinin ise
ekimden ii¢ hafta sonra en yiiksek popiilasyon yogunlugunda oldugu ve on birinci
haftadan sonra yogunluklarinin azalmis oldugu belirtilmistir (Waele ve Jordaan,

1988).

MacGuidwin, (1989), misir alanlarinda yapmis oldugu c¢alismasinda Longidorus
breviannulatus tiiriinii tespit etmistir. Nematod populasyonu, misir ve patates
parsellerinde 2 yil boyunca bulasik olmasina ragmen populasyonda 6nemli dl¢iide
artis olmadigin1 saptamistir. Popiilasyon seviyelerinin dikimden yaklasik 60 giin
sonrasina kadar artmis oldugunu ve daha sonra biiylime mevsiminin sonuna kadar
azaldigim belirtmistir. {lk dikim sezonunda 0-15 cm derinliklerden aldig1 toprak
orneklerinde, ge¢c mevsimde 15-30 cm derinliklerinden aldigi toprak orneklerinden

daha fazla nematod buldugunu belirtmistir.

Todd, (1989) Giineybat1 Kansas'taki misir alanlarinda bulunan Belonolaimus tiiriiniin
popiilasyon dinamigi ve hasar potansiyelini, nematod yasam evrelerini ve dikey
dagilimini ii¢ yi1l boyunca incelemistir. incelemede elde ettigi verileri regrasyon
analizleri kullanilarak misir verimi ve mevsimsel nematod yogunluklar1 arasindaki

iligkileri agiklanmigtir. Misir alanlarindaki nematod popiilasyonlarinin genellikle
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topragin ilk 30 cm'lik derinliginde bulundugunu belirtmistir. Bu yogunlugun fide
ortaya ciktiktan sonra arttifin1 daha sonra siirekli olarak azalmis oldugunu ifade
etmistir. Tiim caligmalarda disi bireylerin sayilarinin nispeten sabit kaldigini ancak
derinlikle beraber yogunluklarinin da degisime ugradigini belirtmistir. Misir
alanlarinda buluna larvalarin dikimden 3 hafta sonra topragin 30 cm'sinde artis
gosterdigini belirtmistir. Belonolaimus’un popiilasyonun artmasina karst misir

veriminin azaldigini belirtmistir.

McSorley ve Dickson, (1989) Kuzey-Merkez Florida'daki kumlu topraklardaki misir
alanlarinda bulunan nematod yogunlugunu inceledigi calismasinda Belonolaimus
longicaudatus, Criconemella sphaeceptor, Meloidogyne incognita, Paratrichodorus
minor, Pratylenchus brachyurus ve Xiphinema sp.’yi saptamislardir. Ayrica
ektoparazit olan B. longicaudatus, C. sphaeceptor’un endoparazit olan M. incognita
ve P. brachyurus’dan daha fazla hasara neden oldugunu belirlemislerdir. Yine
McSorley ve Dickson (1990), Florida'daki iki misir tarlasinda bitki paraziti nematod
tiirlerinin 0-15 cm, 15-30 cm ve 30-45 cm toprak derinliklerinde dagilimini inceleyen
bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Alinan tiim toprak Orneklerdeki toplam Belonolaimus
longicaudatus’un % 50' sinden fazlasinin 0-15 cm derinlikte bulundugunu
belirlemislerdir. Bu derinlikte Criconemella sphaerocephalanin sadece % 20-30'
unun mevcut oldugunu belirtmiglerdir. Pratylenchus brachyurus'un en yogun oldugu
derinligin ise genellikle 15-30 cm oldugu belirtmislerdir. Florida’da yapilan baska bir
calismada iki 1liman musir melezi (Pioneer 3320 ve Northrup King 508), iki tropik
misir ¢esidi (Pioneer X304C hibrid ve Florida SYN-1 deneysel agik tozlanmali
gesit), sorgum (Sorghum bicolor) x sudangense (Sorghum sudanense) hibrid DeKalb
SX-17 ve sorgum hibrid DeKalb FS25E cesitlerini kullanarak yaptiklar1 bir
calismada nematod yogunluklar1 ve yem verimi {iizerine etkileri bakimindan
karsilagtirilmistir. Sorghum spp.  (0-13 / 100 cm toprak) lizerindeki Meloidogyne
incognita yogunlugunun, misir iizerindeki nematod yogunlugundan (147- 762 /100
cm toprak) daha diisiik oldugu belirlenmistir (McSorley ve Gallaher, 1991). Dickson
ve McSorley, (1990) baska bir c¢aligmalarinda musir {izerinde Belonolaimus
longicaudatus, Meloidogyne incognita ve Heterodera glycines nematodlarini, soya

fasulyesi tizerinde ise Belonolaimus longicaudatus, Meloidogyne incognita ve



Pratylenchus brachyurus'un etkinligini incelemislerdir. Bitkilerde bulunan nematod

yogunlugunun bitki biinyesi iizerindeki etkilerini karsilastirmislardir.

McDonald ve Berg, (1993) dort farkli serada misir ve sorghum yetistirip bunlari
farkli sulama rejimleri ile sulamak kosulu ile Pratylenchus tiirlerinin etkilerini
aragtirmiglardir.  Pratyenchus zeae populasyonlarinin misirdaki sulama rejimleri
arasinda farklilik gosterdigini, ancak sorghumda herhangi bir degisme olmadiginm
belirtmislerdir. P. brachyurus’un populasyon yogunlugunun ise misir veya sorgumda
sulama rejimleri ile arasinda herhangi bir fark olmadigini saptamiglardir. Her iki
lezyon nematodunun da misir igin zararli oldugunu ancak sorgum P. brachyurus ile

bulasik olmasina ragmen gelismesini stirdiirdiigiinii belirtmislerdir.

Todd ve Oakley, (1996) 1994-1995 yillar1 arasinda Pratylenchus spp.’nin kumlu
topraklarda yetisen misirlardaki nematod yogunlugunu ve misirdaki verim
degisikliginin nematod yogunluklariyla iliskilerini incelemislerdir. Inceleme
sonucunda ise ilk sezonda yetistirilen misirlardaki nematod yogunlugunun diisiik
oldugunu yabanci otlarda ise daha fazla oldugunu belirtmisler. ikinci sezonda ise
lgr/kok alinan o6rneklerde yaklasik 1000 tane nematod oldugunu saptamislardir. Bu

nematodlarin verim kaybina neden oldugunu belirtmislerdir.

Nambia’daki musir yetistiricilii yapilan alanlarinda bulunan bitki pazraziti
nematodlar1 saptamak amaciyla bir ¢caligma yapilmistir. Yapilan ¢alisma kapsaminda
20 musir alanindan kok ve toprak ornekleri alinmistir. Alinan toprak ve drneklerinden
17 cinse ait 28 bitki paraziti tiirii tespit edilmistir. Toprak 6rneklerinin % 32’nde
Mesocriconema curvatum, %28’nde de M. sphaerocephalum tespit edilmistir. Kok
orneklerin ise % 64’linde Pratylenchus zeae %56’sinda ise P. penetrans tespit
edilmistir (De Waele ve ark., 1998).

Davis ve Timper, (2000) Giircistan’da bir sera denemesinde 33 hibrit msurn
Meleoidogyne incognita ve Meloidogyne arenaria’ya karst direngli olup
olmadiklarini incelemislerdir. M. arenaria’nin dikimden 58-65 giin sonra misirlarda
farkli oranlarda gelismis olduklarini belirterek hibrit misirlarin M. arenaria’ya karsi
direngli olmadikalarin1 saptamiglardir. M. incognita, bu ¢alismada hibrit misirlarda
M. arenaria'dan daha iyi gelismis oldugunu belirtmislerdir. Ayrica bu iki

Meloidogyne tiiriiniin musir alanlarindaki dagilimlarint incelemek amaciyla
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yetistiricilik yapilan 102 musir tarlasindan toprak ve kok 6rnekleri almiglardir. Alinan
orneklerin incelenmesi sonucunda 34 tarladanin % 93 oraninda M. incognita ile
bulasik oldugunu belirtmislerdir. Ayrica alinan tiim kok 6rneklerinin de Pratylenchus

tiirleri ile bulasik oldugunu belirtmislerdir.

Correia ve Abrantes, (2005) Portekizdeki misir alanlarinda Heterodera zea tespit
etmek amaciyla bir arastirma yapmislardir. Arastirma kapsaminda yetistircilik
yapilan alanlardan kok ornekleri almiglar ve koklerinden elde ettikleri Hereodera
tirlerinin molekiiler analizini yapmislardir. Yapilan molekiiler analiz sonucunda
bulasik olan tiirin Heterodera zea oldugunu saptamuslardir. Ayrica bu tiiriin

Portekiz ve Avrupa igin ilk kayit niteliginde oldugunu belirtmislerdir.

De Luca ve ark., (2013) Kuzey Italya'daki Bosco Mesola Eyaletindeki misir
alanlarinda daha 6nceden Asya (Japonya, Cin ve Iran) iilkelerinde tespit edilmis olan

Heterodera elachista’y1 saptamiglardir.

Afganistan'in Nangharhar ilinde misir ekimi yapilan bes alandan alinan toprak
orneklerinde misir kist nematodu olarak bilinen saptanmistir. Ayrica Heterodera
zeae’nin Afganistan i¢in ilk kayit niteligind oldugu bildirilmistir (Asghari ve ark.,
2013).



3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Materyal

Bu c¢aligmanin materyalini Karadeniz Bolgesi’nde musir yetistiriciligi yapilan 17
farkli ilden alinan kdok ile toprak ornekleri ve bu drneklerden elde edilen bitki parazit

nematodlar olusturmaktadir.

Calisma; arazi, laboratuvar, teshis ve degerlendirme ¢alismalar1 olarak dort sekilde
yapilmustir. Arazi c¢aligmalar1 sirasinda toprak ve kok Ornekleri almmustir.
Laboratuvar ¢alismalarinda ise araziden alinan Orneklerden bitki paraziti
nematodlarinin elde edilmesi, fiksasyonu ve preparasyonu yapilmistir. Teshis ve
degerlendirme ¢alismalarinda ise elde edilen bitki paraziti nematodlarinin molekiiler,

morfolojik ve morfometrik 6zellikleri ortaya konmustur.
3.2. Yontem
3.2.1.Arazi Calismalari

Arazi ¢alismalar1 2016 yil1 icin Mayis ayindan baslayarak Kasim ayia kadar, 2017
yilt i¢in ise Nisan ayindan baglayarak Temmuz ayina kadar Karadeniz Bolgesi’nde
misir yetistiriciligi yapilan Samsun, Ordu, Zonguldak, Trabzon, Giresun, Bartin,
Sinop, Bolu, Tokat, Artvin, Kastamonu, Amasya, Giimiishane, Rize, Karabiik,
Corum, Bayburt illerine gidilerek misir bitkisinden kok ve toprak 6rnekleri alinmigtir

(Sekil 3.1) (Sekil 3.2).

2%
i et

wokars B
—-J‘

Sekil 3.1 Karadeniz Bolgesinde misir yetistiriciligi yapilan ve drneklenen iller
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3.2.1.1. Toprak ve bitki é6rneklerinin alinmasi

Toprak oOrneklemesi iki asamada yapilmistir. 2016 yilinin Mayis —Kasim aylari
arasinda Samsun, Ordu Trabzon, Giresun, Rize, Corum, Sinop, Tokat illerinden
ornekleme yapilmistir. 2017 yilinin Nisan-Temmuz aylar1 arasinda ise Bartin, Bolu
Artvin, Kastamonu, Amasya, Glimilishane, Karabiik, Bayburt, Zonguldak illerinde

ornekleme caligmalar1 yapilmistir (Cizelge 3.1).

Sekil 3.2 Ornekleme yapilan misir alanlarindan goriiniim (Samsun/Carsamba)
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Cizelge 3. 1 Karadeniz Bolgesi musir bitkilerinde endoparazit nematodlarin

belirlenmesi i¢in drnekleme yapilan yerler

Ornek Alian il ilceler Ornek Sayisi Koordinatlar

Terme ! 41°1240.2"N 36°56'51.2"E
Samsun Carsamba 1 41°17'09.7"N 36°39'21 4"E
Bafra 1 41°33'04.0"N 35°54'51.3"E
Tekkekdy 1 41°13'21.1"N 36°27'01.9"E
Bulancak 1 40°56'00.4"N 38°11'25.0"E
Giresun Piraziz 1 40°56'59.3"N 38°06'57.7"E
Espiye 1 40°58'12.1"N 38°38'17.9"E
Corum Merkez 1 41°01'53.7"N 34°37'37.9"E
Merkez 1 40°59'05.0"N 39°41'01.0"E
Trabzon Akgaabat 1 41°01'16.3"N 39°33'51.1"E
Vakfikebir 1 41°02'47.8"N 39°15'33.5"E
Merkez 1 42°01'22.1"N 35°07'23.5"E
Sinop Gerze 1 41°48'22.0"N 35°10'18.5"E
Ayancik 1 41°56'47.9"N 34°35'06.9"E
Merkez 1 40°58'29.4"N 37°57'50.9"E
Unye 1 41°06'24.2"N 37°20'55.5"E
Ordu Fatsa 1 41°02'15.8"N 37°29'16.9"E
Persembe 1 41°04'58.4"N 37°46'19.0"E
Giilyali 1 40°58'19.9"N 38°01'55.8"E
Rize Merkez 1 41°01'16.4"N 40°32'09.7"E
Kalkandere 1 40°55'16.4"N 40°28'06.4"E
Tokat Merkez 1 40°19'23.6"N 36°24'58 4"E
Karabiik Merkez 1 41°10'58.1"N 32°36'24.1"E
A Tasova 1 40°45'33.0"N 36°18'56.0"E
masya Giimiishacikdy 1 40°53'11.0"N 35°13'01.0"E
Merkez 1 1 41°27'09.5"N 33°49'46.0"E

Kastamonu
Merkez 2 1 41°26'17.3"N 33°50'06.9"E
Artvin Yemisli 1 41°19%36.0"N 41°17'53.0'E
Merkez 1 1 40°42'16.6"N 30°30'30.6"E
Bolu Merkez 2 1 40°43'17.3"N 31°34'21.6"E
Merkez 3 1 40°43'08.2"N 31°35'41.1"E
Glimiigshane Merkez 1 40°07'02.0"N 39°26'37.0"E
Sahne Koyl 1 41°3642.9"N 32°1536.8"E
Bartin Dallica Koyl 1 41°39'40.4"N 32°1927.1"E
Terkehaliller 1 41°34'06.0"N 32°23'28.0"E
Merkez 1 1 41°25'09.0"N 31°43'19.0"E
Zongu|dak Merkez 2 1 41°31'05.2"N 32°23'04.4"E
Merkez 3 1 41°1928.3"N 32°02'55.2'E
Bayburt Merkez 1 40°10'57.9"N 39°55'15.3'E

Toplam Survey Sayisi

w
©
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Toprak 6rnegi nematodlarin en yogun oldugu 0-45 cm derinlikten alinmistir (Barker
and Nusbaum, 1971). Toprak ve kok ornekleri farkli noktalardan araziyi temsil
edecek sekilde zikzakvari alinmustir. Toprak oOrnekleri 1-5 dekar biiyiikliikteki
alanlardan 10, 5-10 da biiyiikliikteki tarlalardan 20, 10-50 da biiyiikliikteki alanlardan
30 ornek alacak sekilde 6rnekler alinmis ve bu 6rnekler karistirilarak en son alt 6rnek
olarak 0,5 kg toprak ornegi alinmis ve etiketlenmistir. Daha sonra kok ve toprak
ornekleri polietilen posetlere konup etiketlendikten sonra dogrudan giines 1s1gina,
asir1 sicak ve soguga maruz birakilmadan, buz kutusu iginde +4 °C de saklanarak

ayni giin laboratuvara getirilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 Polietilen torbalara alinan kok ve toprak 6rnekleri

3.2.2 Laboratuar Calismalar:

3.2.2.1 Nematodlarin toprak ve bitkiden extraksiyonu

-Nematodlarin topraktan elde edilmesi

Toprakta bulunan aktif nematodlar1 elde etmek amaciyla Gelistirilmis Baermann
Huni yontemi kullanilmigtir (Hooper, 1986). 12 c¢cm ¢apinda, 2 cm yiiksekliginde
plastik petriler kullanilmistir. Elek ile petri arasinda bir yiikseklik saglamak amaci ile
petri Kutularmin tabanina 0.5 cm yiiksekliginde plastik ¢ubuklar yerlestirilmistir.
Eleklerin yiizeyine bir ¢ift filtre kagidi konulduktan sonra, her 6érnekleme alanindan
getirilen toprak dikkatlice karigtirllmig ve 100 gr tartilarak filtre kagidi {izerine

yerlestirilmistir. Petri kutularmin igerisinde elekte bulunan topraklar islanincaya
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kadar su ilave edilmistir (Sekil 3.4) 48 saat bekletildikten sonra elegin altinda kalan
su 250 ve 500 liikk meshlerden gecirildikten sonra 1 ml ye azaltilmig ve sayim kabina

alinarak ZEISS marka Inverterd 151k mikroskobunda X 20 de sayimlar1 yapilmustir.

Sekil 3.4 Gelistirilmis Baermann Huni Yontemi ile topraktan
nematodlarin elde edilmesi

-Nematodlarin bitki koklerinden elde edilmesi

Araziden getirilen kokler topraklarindan arindirilaraktan sonra endoparazitik
nematodlar elde etmek i¢in de Gelistirilmis Baermann Huni yontemi kullanilmistir
(Hooper, 1986). Hassas terazide 10 gr kok tartilip blenderda pargalandiktan sonra
eleklere konup 48 saat bekletilmistir (Sekil 3.5). Bekletilen koklerden de suya gecen
nematodlar sayim kabina alinarak ZEISS marka Inverterd 151k mikroskobunda X 20

de sayimlar1 yapilmistir.
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Sekil 3.5 Gelistirilmis Baermann Huni Yontemi ile koklerden nematodlarin elde
edilmesi

3.2.2.2 Nematodlarin daimi preparasyonlarinin yapilmasi

Toprak ve kok orneklerindeki nematodlar cins diizeyinde ayrima tabi tutulmustur.
Toprak ve kok oOrneklerinde belirlenen bitki paraziti nematod cinslerinin Hooper
(1986) tarafindan belirtildigi sekilde daimi prepartlar1 yapilmistir. Bu amagla 1ml su
icindeki nematodlar 65 °C deki su banyosu igerisinde 2 dakika bekletilerek
Oldiiriilmiis ve 1 ml TAF soliisyonu (7 ml% 40’lik formaldehid +2 ml trietanolamin
+91 ml saf su) eklenip iki giin bekletilerek fikse edilmistir. Daha sonra fikse olmus
nematodlar 5 cm ¢apinda plastik petrilere aktarilip havada kurutulmustur. Bir sonraki
asamada nematodlar yapilarinda bulunan suyun alkol ve gliserin ile yer degistirmesi
amaciyla bir dizi soliisyondan gecirilmistir. Oncelikle 20 kistm % ethanol, 1 kisim
gliserin ve 79 kisim saf su igeren Seinhorst soliisyonu- | eklenerek laboratuar
ortaminda havada kurutulmustur. Bunu takiben 95 kisim % 95°lik ethanol ve 5 kisim
gliserin igeren Seinhorst- Il eklenip havada kurumasi saglanarak nematod 6rnekleri

saf gliserin i¢ine alinmugtir.

Bu asamadan sonra preparat icin sicak bir hot-plate lizerinde yayvan bir cam petri
kabi igerisinde eritilen balmumu, kiigiik capli bir agiza sahip cam deney tiipiiniin agz1
batirilmak suretiyle cam lamlarin ylizeyine siiriilmiis ve daha sonra balmumunun lam
tizerinde yiiziik seklinde katilasmasi saglanmigtir. Bu balmumu yiiziik ortasina bir
damla saf glycerin damlatilmis, ortalama 3 larva 3 disi ve eger varsa 3 adet de erkek
nematod ve aymi boyda yeteri kadar cam elyafi gliserin damlasi igerisine

konulmustur. Glycerin igerisine alinan nematod ve cam elyafinin hafif igne
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darbeleriyle oturmalar1 saglanmistir. Lamel de lam gibi iyice temizlenerek balmumu
ylziik tizerine dikkatlice yerlestirilmistir. 40°C sicakliktaki hot-plate iizerinde itina
ile yerlestirilen ve ftizerine lamel kapatilmis lam tizerindeki yiiziik seklindeki
balmumunun eriyerek yayilmasi ve lamelin ¢evresini kaplamasi beklenilmistir. Daha
sonra hot-plate iizerinden alinan preparattaki balmumu kisa siirede katilasmistir.
Bunu takiben hazir hale gelen preparatlar teshise hazir halde etiketlenerek preparat
kutular1 igerisinde yerlestirilmistir. Nematodlarin toplanmasi ve daimi preparatlarinin
hazirlanmasinda da ayni nematod yogunluklarinin belirlenmesinde oldugu gibi Zeiss

marka 151k mikroskobu kullanilmistir.

3.2.2.3 Pratylenchus spp.’ nin saf kiiltiirlerinin eldesi ve ¢cogaltilmasi

Bu amagla tarladan yeni hasat edilmis yarasiz, sar1 renkli ve iri havuglar se¢ilmis,
steril kabinde soyulup alkol icerisine daldirilarak ylizey sterilizasyonu yapilmistir.
Havuglar 1 cm kalinliginda kesilerek 6 cm ¢apinda steril petriler igerisine alinarak

hazir hale getirilmistir.

Toprak iceresinde bulunan Pratylenchus spp. tiirleri gelistirilmis Baermann Huni
yontemi ile topraklardan elde edilmistir. Elde edilen Pratylenchus spp.’lerden bir disi
birey alinip petri kutusunda bulunan tek bir havug¢ diski ortasina gelecek sekilde
yerlestirilerek petriler parafilm bir bantla sikica ¢evrelenmistir. Daha sonra bu petri
kutular1 26+2 °C ortami igeren inkiibator igerisine konularak nematodlarin {ireyip
¢ogalmasi saglanmistir (Moody ve ark., 1973) (Sekil 3.6). Yeterli popiilasyon elde
etmek i¢in 3 aylik bir periyoda ihtiya¢ duyulmustur. Saf olarak elde edilen ve kitle
tiretimi  yapilan Pratylenchus spp.’nin molekiiler ve morfolojik 6zelliklerini

incelemek iizere popiilasyonlar bu suretle hazir hale getirilmistir.
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Sekil 3.6 Pratylenchus spp.’nin havug kiiltiird ile saf olarak elde edilmesi ve
cogaltilmasi
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3.2.2.4. Meloidogyne spp.’nin saf Kiiltiirlerinin eldesi ve ¢ogaltilmasi

Survey sonucu araziden alinan bitki ve toprak orneklerinin incelenmesi sonucunda
elde edilen Meloidogyne spp.’nin saf olarak kitle iiretimi domates bitkisi lizerinde
yapilmustir. {1k olarak kok ur nematodlarma hassas oldugu bilinen Rutgers Solanum
esculentum L. domates ¢esidi tohumlar1 viollere ekilerek fideler yetistirilmistir.
Yetistirilen fideler 10-12 cm oldugunda nematod bulasik olan topraklara dikilmistir
(Sekil 3.7). Buradan elde edilen disilerin olusturmus olduklar1 yumurta kiimeleri tek
bir yumurta kiimesi olarak tekrar domates fidelerine bulastirilarak saf olarak elde
edilmislerdir. Aynmi1 sekilde hassas domates fideleri kullanilarak popiilasyonlar
cogaltilmistir. Elde edilen nematodlar morfolojik, morfometrik ve molekiiler yonden

incelenmistir.

Sekil 3.7 Kok-ur nematodlarinin saf kiiltiirlerinin elde edilmesi ve ¢ogaltiimasi

18



3.2.2.5. Kok- ur nematodunun disilerinin perineal preparatinin yapilmasi

Kok-ur nematodlarinin disilerinin perineal kisimlarinin daimi preperatlar1 Taylor ve
Netscher (1974) tarafindan verilen ve Hartman ve Sasser (1985) tarafindan
gelistirilmis  olan “Perinal Orneklerin Preparesyon Yontemi” kullanilarak
hazirlanmistir. K6k-ur nematodlarinin disilerinin vulval kesitleri % 45°¢ lik laktik asit
igcerisinde kesilerek, gliserin igerisinde siirekli preparatlar1 yapilmistir. Bu amagla
once disi bireyin bas bolgesi kesilmis, viicut icerigi bosaltilmis ve viicudun 1/3” liik
kism1 olan vulva bolgesinden kesilmistir. Kesilen 1/3’lik kisimda sadece vulva
bolgesi kalacak sekilde etrafi kesilip saf gliserin igerisinde lam ve lamel arasinda

fikse edilmistir (Sekil 3.8).

{ 2

—

Sekil 3.8 Kok-ur nematodu disisinin preparat yapim agamalar1 (Barker,
1985)
A: Disi bir damla % 45’ lik laktik asit i¢erisine birakilir. Bas kismi bir bisturi ile
kesilir.
B: Disinin bas kisminda olusan agikliktan ici bosaltilir.
C: Kiitikula posterior’dan viicudun 1/3’ liikk kism1 kalacak bigimde kesilir
D: Vulvanin gevresi kiigiik bir kare seklinde kirpalir.
E: 1 damla Gliserin igerisine kesilen vulva pargasi koyulur tlizeri lamel ile kapatilir.
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3.2.2.6. Misir bitkisi dokularindaki nematodlar icin kok boyama islemi

Laboratuvara getirilen misir koklerinde bitki paraziti nematodlarin bulunup
bulunmadigin1 tespit etmek amaciyla kok boyama yontemi kullanilmistir. Bu
yontemle nematod tiirleri teshis edilememekle birlikte bu yontem sayesinde elde
edilen misir koklerinde nematodlarin varligi belirlenmistir. Her bir 6rnek alanindan
getirilen musir kokleri dikkatli bir sekilde yikanarak {izerilerindeki toprak
temizlendikten sonra bunlardan 2’ser gram ayrilarak asit-fuksin ¢ozeltisi (10 ml % 1’

lik asit-fuksin, 17,5 ml laktik asit, 12,6 ml gliserin, 12,4 ml saf su) igerisinde

—

boyanmustir (Sekil 3.9) (Moltmann, 1988).

N

Sekil 3.9 Kok boyama asamalari

Bu yontemde prensip olarak nematodlarin boya maddesini biinyesine alip koyu
kirmizi renk almalarindan faydalanilmistir. Kilcal kokler cam petri kabinin kapak
kismina konulup igersine 5 ml gliserin damlatilmistir ve tizerine petri kabinin diger
kismu ters kapatilarak mikroskop altinda 40X biiyiitmede (LEICA S8APO) koklerde

bulunan nematodlarin varlig: belirlenerek fotograflanmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10 Kok boyama yontemi ile nematodlarin misir kok dokusu
icerisindeki yumurta ve bireylerin goriiniimi

3.2.2.7. Elde edilen nematodlarin morfolojik karakterlerinin tespit edilmesi

Toprak 6rneklerinden elde edilen bitki paraziti nematodlarin tiir teshisleri i¢in daimi
preparatlart hazirlanmigtir. Elde edilen cinslerin literatiirde bulunan morfometrik ve
morfolojik kriterlerine gore tiir teshisleri gerceklestirilmistir. Her bir populasyondan
olusturulan nematod kiiltiirinlin her birinden elde edilen 20 disi ve eger varsa 20
erkek nematod bireyi bir lam iizerine iki damla su igerisine yerlestirilmistir. Lam
iizerindeki nematodlar hot plate iizerinde 50 °C de 3-5 saniye tutularak oldiiriilmiis ve
gecici preparatlart yapilmistir (Mutua, 2014). Her bir populasyondan hazirlanan
preparatlarda morfolojik kriterler kamera sistemi 20X ve 40X biiyiitmeli objektifler
ile goriintiilenerek fotograflanmis ve asagida belirtilen karakterlerin morfometrik

Olctimleri gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.11 Tiirlerin fotograflanmasi ve 6lgiimlerinin yapilmasi

Sekil 3.12 Nematodlarin Morfometrik 6l¢timlerinde kullanilan mesafeler

Nematodlar icin gerceklestirilmis olan 6lgiimler: her bir bireyin boy uzunlugu (L),
stylet uzunlugu, stylet loblarinin ¢ap1 ve uzunlugu, bas uzunluk ve genisligi, dorsal
osephagal bez uzunlugu (DGO), basin 6n kismindan metacorpusa kadar olan boliim,
sindirim bezlerinin barsakla overlap uzunlugu, basin 6n kismindan bosaltim
acikligina kadar olan bolim (SE), viicudun en genis yerindeki genislik, bagin 6n
kismindan vulvaya kadar olan uzunluk, vulva- aniis aras1 uzunluk, aniisdeki vucut
genisligi (ABW), kuyruk uzunlugu (T), Erkekler igin ise ilave olarak gubernaculum

ve spicula dlgtimleri temel alinmustir.

a = Viicut uzunlugu / Viicudun en genis yeri

b = Viicut uzunlugu / Bag kismindan metacorpusa kadar olan uzunluk

¢ = Viicut uzunlugu / Kuyruk uzunlugu

¢’= Kuyruk uzunlugu / Aniisteki viicut genisligi

%V= basin ile vulva arasindaki mesafe / Viicut uzunlugu oranlari elde edilmistir.
Nematodlarin teshislerinde biiyiik dl¢iide 6nemli olan 6l¢timler, Siddigi (2000)’den
alian yukarida agiklanan standart formiillere gore hesaplanmstir. Olgiim sonuglari
her bir kriter i¢in erkek ve disi ayr1 olarak 20 ser bireyin ortalamasi olarak

verilmistir.
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Calisma sonucu saptanan tiirlerin taksonomideki yerleri ve varsa sinonimleri Siddiqi

(2000)'ye gore verilmistir.

3.2.2.8. Elde edilen nematodlarin molekiiler karakterlerinin tespit edilmesi

DNA Ekstraksiyonu

Elde edilen nematodlara ait genomik DNA ektraksiyonu proteinaz K method’u
kullanilarak gerceklestirilmistir (Wang et al., 1993). 1.5 ml eppendorff tiip igerisine
18 ul AE buffer, 1 pl 2% Triton X-100 ve yine 1 ul proteinase K (20 pg/ml)
eklenerek kisa santifiij edilir. Daha sonra igerisine tek bir disi konularak bir gece -20
°C’de tutulmustur. Daha sonra 56 °C’de 60 dk, 90 °C’de 10 dk sicaklikta inkube
edilir. Karisim oda sicakliginda sogutularak elde edilen DNA Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (PCR) i¢in kullanilmak iizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile DNA’ nin ¢cogaltilmasi

Meloidogyne tiirlerinin mitokondrial DNA (mtDNA)’larinin PCR ydntemiyle
¢ogaltmak i¢in TRNAH (TGAATTTTTTATTGTGATTAA) ve MRH106
(AATTTCTAAAGACTTTTCTTAGT) ile MORF (ATCGGGGTTTAATAATGGG)
ve MTHIS (AAATTCAATTGAAATTAATAGC) primer setleri kullanilmistir
(Pagan ve ark., 2015; Stanton ve ark., 1997). Meloidogyne genomundaki mtDNA,
12.5 ul 2x Apex Hot Start Taq Master Mix (Genesee scientific, San Diego, CA), 8.5
ul H20, her primerden 1.25ul, DNA dan ise 1.5 pl kullanilarak 25 pl’ye tamamlanan
karisim ile amplifike edilmistir. Bu islem Veriti 96 Well Thermal Cyclear iginde
gerceklestirilmistir. PCR 1s1 dongiileri on denatiirasyon i¢in 94° C’de 15 dk; 40 cycle
94 °C’de 1 dk, primere gore degismekle birlikte 50 °C* de 1 dk, 68 °C’ de 1 dk ve
son olarak 68 °C’ de 10 dk olarak gergeklestirlmistir. Elde edilen PCR {iriini % 1.5
luk agaroz jelde 1X TAE buffer igerisinde 150 V’ da 30 dk yiiriitiilerek UV 1sinlar
altinda bant biiyiikliikleri goriintiilenmistir. Mitokondrial haplotipi tanimlamak igin
TRNAH ve MRH106 primerleri kullanilarak c¢ogaltilan DNA’lar Hinfl and Mnli
(New England Biolabs, Ipswich, MA) enzimleri kullanilarak kesme islemi yapilmis
ve tekrar % 1.5 luk agaroz jelde 1X TAE buffer igerisinde 150 V’ da 30 dk
yiriitilmiis ve UV 1smlar altinda goriintiilenen DNA bantlar1 daha 6nce bulunan

tiirler ile karsilastirllmistir (Sekil 3.12).
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. . Lu .,

Sekil 3.13 DNA’larin PCR ile ¢ogaltilmasi, agaroz jelde (% 1.5’luk)
yiriitilmesi ve UV igmlart  altinda DNA’larin  bant
biiyiikliiklerinin goriintiilenmesi

Pratylenchus tiirleri i¢in nematod genomu boyunca dagilim gosteren (ITS)1, 5.8S
gen, ve ITS2 bolgelerini hedefleyen TW8IR ve AB28F primerleri kullanilmistir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) karigimi toplam 25 pL olacak sekilde; 12.5 ul
2x Hot Start Master mix (New England BioLabs, Ipswich, MA), her bir primerden
(Forwerd/Reverse) 1.25 pl, 8.5 pl steril su (Thermo Fesher Scientific) ve 1.5 pl izole
edilen DNA’dan olusmaktadir.
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PCR dongiileri

95°C 3dk

95 °C 30 sn

56 30 sn

72 °C 2dk

72 °C 7 dk olarak gergeklestirilmistir.

PCR, 40 dongii olacak sekilde tamamlanmustir. PCR dirtinleri % 1,5 lik agaroz jelde

yiiritiildiikten sonra goriintiilenmistir.

Ayrica D2-D3 Large subunit (LSU) rDNA bdlgesi i¢in, D3A ve D3B primer seti de
kullanilmistir (Cizelge 3.3). Elde edilen PCR firiinlerinin elektroforezi % 1.5’luk
agarose jellerde 1X TAE buffer igerisinde yiirlitiilmiis ve jellerde ortaya ¢ikan DNA
bantlar1 fotograflanmistir (Sekil 3.12). PCR sonrasi e¢lde edilen DNA fragmentleri
QIAquick PCR Purification kit (Qiagen)’i kullanilarak priifiye edilerek sekans
analizine gonderilmistir. Tirlerin teshisi icin elde edilen ham sekans sonuclari
BioEDIT, v. 7.2.5 (Hall, 1999) programinda kontrol edilerek diizeltilerek sekanslar
BLAST arama motoru yardimiyla GenBank igerisinde bulunan datalar ile

karsilastirilmistir.

Pratylenchus neglectus i¢cin D3B (TGCGAAGGAACCAGCTACTA) ve PNEG,
Pratylenchus penetrans i¢in D3B ve PPEN, Pratylenchus thornei i¢in D3B ve
PTHO, Pratylenchus vulnus tiirii igin ise genomu boyunca ayni dagilimi gosteren
D3B ve PVUL primerleri kullanilmistir (Cizelge 3.4) (Al-Banna ve ark., 2004).

Cizelge 3. 2 Pratylenchus tiirleri igin kullanilan primerler

Pratylenchus tiirti Primer kodu Primer dizisi (5’-3") Uygulanan
sicaklik

P-agiéisr Twal GTTTCCGTAGGTGAACCTGC |

P.mediterraneus,

P.neglectus, AB28 ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT

P.penetrans, D3A GACCCGTCTTGAAACACGGA 6 Albanna ve

E‘C.?.T.i' D3B TCGGAAGGAACCAGCTACTA ark., 1997

Cizelge 3. 3 Pratylenchus tiirlerinin D3 gen bdlgesinin DNA dizilimi i¢in diizenlenmis tiire
spesifik primerler i¢in anneling sicakligi ve beklenen bant biiytikliikleri
(Al-Banna ve ark., 2004).

Pratylenchus spp. | Primer kodu Primer dizisi (5-3) Uygulanan Bant
sicaklik biiyikligii

P. neglectus PNEG ATGAAAGTGAACATGTCCTC 63 290

P. penetrans PPEN TAAAGAATCCGCAAGGATAC 62 278

P. thornei PTHO GAAAGTGAAGGTATCCCTCG 68 288

P. vulnus PVUL GAAAGTGAACGCATCCGCAA 68 287
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) karisimi toplam 25 pL olacak sekilde; 12.5 pl
2x Hot Start Master mix (New England BioLabs, Ipswich, MA), her bir primerden
(Forwerd/Reverse) 1.25 pl, 8.0 pl steril su (Thermo Fesher Scientific) ve 2.0 ul izole
edilen DNA’dan olusmaktadir (Al-Banna ve ark., 2004).

PCR dongiisii (Al-Banna ve ark., 2004).

95°C 3dk
95°C 1dk
62, 63, 68 °C 1dk
72 °C 1dk
72 °C 7 dk olarak gerceklestirilmistir

PCR, 40 dongii olacak sekilde tamamlanmustir. PCR firtinleri % 1,5 lik agaroz jelde

yiirtitiildiikten sonra goriintiilenmistir.
Biyokimyasal tannmlama calismalar:

Rize ve Ordu (Unye) illerinde tespit edilen Meloidogyne tiirleri biyokimyasal yéntem
ile de tanimlanmistir. Meloidogyne tiirlerinin biyokimyasal olarak tanimlanmasinda
disi Dbireylerin esteraz enzim fenotipleri kullanilmistir. Bu amagla, PAGE

(Poliakrilamid Jel Elektroforez) metodu uygulanmistir.

Geng disi bireylerin yiizey sterilizasyonlar1 yapmak i¢in % 0,9 NaCl (sodyum kloriir)
igerisine aktatilmistir. Daha sonra NaCl igerinden alinan disi bireyler (1-3 disi/tiip)
onceden hazirlanmis olan hemotokrit tiip icerisinde bulunan ekstraksiyon buffer (%
20 sakroz ve % 1 Triton X-100) igerisine yerlestirilip ezilmistir. Bu yontemde,
referans olarak esteraz fenotipi olarak daha onceden belirlenmis olan Meloidogyne

javanica kullanilmistir.

Ayirma jeli (% 7’lik poliakrilamid jel soliisyonu) altta, ytkleme jeli (% 3’lik
poliakrilamid jel soliisyonu) {istte olacak sekilde hazirlanan jeller tanka
yerlestirlmistir. Daha hemotokrit tiip igersinde bulunan ornekler -5 °C de 10000
devirde 15 dk santrifiij edilip bromophenol-blue boya soliisyonu ile birlikte jele
yiiklenmistir. Yiikeleme yapildiktan sonra ilk 15 dk jel basina 6 mA olarak
yiriitilmiistir. Bu siire sonunda yine jel basmna 20 mA girilerek 40-45 dk

yuriitilmistiir.
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Elektroforez isleminden sonra jel iizerindeki Orneklere ait esteraz bantlarim
gorebilmek i¢in, Fast Blue RR ve a-Naphtyl acetate ile olusturulan boya solusyonu
kullanilmistir. Boya soliisyonu ile dolu biiyiik petri kabina yerlestirilen jel, enzim
bantlar1 belirginlesinceye kadar 37 °C’deki karanlik ortamda inkube edilmistir. Daha
sonra boya uzaklastirilarak, jeller saf su ile yikanmis, boylece orneklere ait esteraz

fenotipleri elde edilmistir.

3.2.2.9. Toprak icindeki endoparazit nematodlarin popiilasyon takibi

Misir yetistiriciligi yapilan alanlardaki toprak icerisinde bulunan endoparazit
nematodlarin yil igerisindeki mevsimsel popiilasyon dalgalanmalarini belirlemek
amaciyla Aralik 2016 ve Kasim 2017 tarihleri arasinda Ordu ilinde Altinordu ve
Unye ilgelerinden segilen birer musir tarlalarindan her ay diizenli olarak 0-45 cm
derinlikten toprak ornekleri alinmis ve alman toprak oOrneklerinin 100 cm®de
bulunan Pratylenchus spp. (disi bireyler+larva) ve Meloidogyne spp. infektif ikinci

donem larvalar1 (J2) sayilmistir.

3.2.3.10. Toprak analizi

Calismada Ornek alinan tiim yerlerdeki topraklar, tekstiir (yapi), Fosfor (P20s),
Potasyum (K), Asitlik-bazlik durumu (pH) ve organik madde y6niinden Ordu Ziraat
Odasi, Toprak Analizi Laboratuari’nda Cizelge 3.4’te belirtilen yontemle ile analiz
yapilmustir (Cizelge 3.7). Ayrica yapilan analiz sonuglarinin degerlendirildigi deger
araliklar1 Cizelge 3.5, 3.6, 3.7, 3.8’ da verilmistir.

3.2.3.11.Verilerin degerlendirilmesi

Calismada istatistiksel analizler SPSS 23 istatistik paket programi kullanilarak
yapilmistir. Elde edilen veriler p<0.01 o6nemlilik diizeyinde ve Kendall tau-b

kolerasyon analizi kullanilarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 3. 4 Toprak analizrinin yapilmasinda kullanilan yontemler

Potasyum E——) Amonyum asetat yontemi (ppm)
Fosfor _ Bray Kurtz Yontemi (kg/da)
Organik madde —_ Walkley- Black Yontemi (%)
pH _ Saturasyon Camuru

Biinye —_ Saturasyon Camuru (%)

Cizelge 3. 5 Topraklarin Organik madde durumuna gore kapsamlari (Eytipoglu, 1999)

Organik madde (%) Organik madde durumu
<1 Cok Az

1-2 Az

2-3 Orta

3-4 Iyi

>4 Yiiksek

Cizelge 3. 6 Toprak reaksiyonu belirlemek i¢in kullanilan pH araliklar1 (Eyiipoglu, 1999)

pH aralig: Sinifi

<45 Kuvvetli Asit
45-55 Orta Asit
5.5-6.5 Hafif Asit
6.5-7.5 Notr

7.5-8.5 Hafif Alkali
>8.5 Kuvvetli Alkali

Cizelge 3. 7 Toprak Potasyum durumunu belirlemek i¢in kullanilan degerler (Prezer, 1967)

Potasyum (K) ppm Sinifi
<100 Cok Az
100-150 Az
150-200 Orta
200-250 Iyi
250-320 Fazla

> 320 Cok fazla

Cizelge 3. 8 Toprak fosfor durumunu belirlemek igin kullanilan degerler (Eyiipoglu, 1999)

Fosfor (P) kg/ da P>Os Sinifi

<3 Cok Az

3-6 Az

6-9 Orta

9-12 Yiiksek
>12 Cok Yiiksek
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Cizelge 3. 9 Calismanin yapildig1 alanlardan alinan topraklarin biinye yapisi, pH, organik

madde, forfor ve potasyum igerikleri

Ornek Alinan . Toprak Organik | Fosfor | Potasyum
il, ligeler BiiEyesi pH Madde (P) (K))/
Terme Killi- Tinli 6,94 2,41 2,96 181
Samsun Carsamba Killi- Tinl 7,57 2,71 7,01 396
Bafra Killi-Tinli 7,36 5,80 6,20 665
Tekkekdy Killi 7,48 2,28 2,99 233
Bulancak Killi- Tinli 6,70 4,26 11,36 715
Giresun Piraziz Killi- Tinli 6,74 3,53 6,33 584
Espiye Killi- Tinli 6,54 7,01 20,21 786
Corum Merkez Tinli 7,70 2,54 5,27 644
Merkez Tinli 7,53 1,31 4,00 377
Trabzon Akgaabat Tinli 7,01 2,29 15 466
Vakfikebir Tinli 7,35 1,01 8,02 317
Merkez Tinli 7,23 3,57 10,24 269
Sinop Gerze Tinl1 6,90 1,25 15,92 171
Ayancik Killi- Tl 6,93 2,46 5,24 161
Rize Merkez Tinli 5,10 3,20 12,37 426
Kalkandere Tl 5,69 3,50 12,80 695
Merkez Killi-Tinl 7,24 2,20 3,97 462
Unye Killi 7,48 1,95 2,28 149
Ordu Fatsa Tinlt 7,40 2,02 5,08 409
Persembe Tinlt 6,14 3,61 12,58 592
Giilyal Tinlt 6,63 3,22 4,76 475
Tokat Merkez Tinh 7,58 7,78 0,21 506
Karabiik Merkez Tinli 7,69 1,59 0,68 289
Tasova Kiil-Tinl 7,45 7,81 31,79 972
Amasya Giimiishacikdy Tinlt 7,40 3,29 12,80 182
Kastamonu Merkez 1 Tinlt 7,60 2,20 0,22 64
Merkez 2 Tl 7,43 2,00 4,43 108
Artvin Yemigli Tinl 7,05 3,71 6,42 422
Merkez 1 Killi- Tmh 7,39 2,40 4,62 323
Bolu Merkez 2 Tinli 7,48 2,88 4,27 382
Merkez 3 Tk 7,55 2,22 4,39 136
Giimiishane | Merkez Tinh 7,58 2,84 521 305
Bartin Sahne Koyt Killi- Tinlt 7,18 6,14 7,79 851
Dallica Koyii Tinli 7,36 5,99 0,09 145
Bartin Terkehaliller Killi- Tl 7,19 2,34 5,00 232
Merkez 1 Tinli 7,50 2,05 14,86 144
Zonguldak Merkez 2 Killi- Tinlt 7,03 15 23,96 212
Merkez 3 Killi 7,28 521 4,02 970
Bayburt Merkez Tinl1 7,2 4,19 10,60 375
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Karadeniz Bolgesi’nde yapilan arastirma sonucunda 17 farkli ilde olmak tizere 39
misir liretim alanindan alinan bitki ve toprak orneklerinden elde edilen nematodlar
saf kiiltire alinmigtir. Alinan 39 toprak 6rneginden 33°l Pratylenchus spp. (%84.6)
ile bulasik bulunurken, 6 Ornekte (% 15.4) bu tiirlere rastlanmamistir. Kok- ur
nematodlarina ise sadece 3 Ornekte (% 0.7) rastlanmistir (Cizelge 4.1). Her ilde
bulunan Meloidogyne spp. ve Pratylenchus spp. érnekleri tek disi bireyler kiiltiire
alimarak saf kiltir olusturulmustur. Kiiltiire alman kok-ur ve kok lezyon
nematodlarimin tamaminin molekiiler ve morfolojik karakterizasyonu yapilarak tiir
diizeyinde teshisleri yapilmistir. Morfolojik ve molekiiler incelemelerde gozlenen
ozellikler fotograflanmistir. Tiim toprak alinan yerlerden elde edilen kdk-ur ve kok
lezyon nematodlarinin topraktaki (100 cm®/toprak) ve kokdeki (10 gr/kok)
yogunluklar1 sayilarak elde edilen sonuglar ise Cizelge 4.1° de detayli olarak
verilmistir. Ayrica biri Altmordu ilgesinden ve digeri Unye ilgesinden olmak iizere 2
farkli tarlada yil boyunca popiilasyon dalgalanmasi takip edilerek sonuglar

verilmistir.
4.1.Tespit edilen tiirlerin morfolojik ve molekiiler karakterlerinin belirlenmesi

4.1.1 Kok-Ur nematodlarinin morfolojik ve molekiiler karakterleri
-Meloidogyne arenaria Neal, 1889

-Morfolojik karakterler

Kok ur nematodlarinin morfolojik karakterlerinden biri olan ve 6nemli bir teshis
kriteri olan perineal kisimlarinin preparatlar1 gerceklestirilmistir. Perineal alanda
bulunan sirta ait kemer diisiik ve yuvarlak bigimlidir. Cizgiler hafif dalgali hemen
hemen yuvarlaklasmis ve altigen sekil olusturmaktadir. Lateral alan belirgindir, sirt
ve karmm bolgelerine ait cizgiler lateral alan boyunca c¢ok hafif bir aciyla

birlesmektedir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 Kok ur nematodu Meloidogyne arenaria’nin disi
perineal yapisinin goriiniisii; sirt, karmn, vulva ve
cizgiler
Meloidogyne arenaria’nin disileri de diger Meloidogyne spp.lerinde oldugu gibi
limon veya armut seklindedir. Olgun disi bireylerin boylar1 genellikle 594,14 um,

genigligi 328,68 um, boyun kisminin uzunlugu ise 194,04 um dir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2 Kok ur nematodu Meloidogyne
arenaria’nin 4. donem ve ergin disi
yapisinin goruntisi
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2. dénem larvalarin viicut yapilari genellikle kiigiik olup morfolojik karakterlerinin
ayrimi zordur. Viicutlar1 ortalama 415,56 pm uzunlugundadir (Sekil 4.3 A) (Cizelge
4.1). Bas yapist viicutla bogum olusturmadan birlesmis ve bas kaidesi hafifge
sertlegsmistir. Stylet iyi gelismis ve ortalama 13,95 um uzunlugundadir (Cizelge 4.1).
Stylet tokmaklar1 yuvarlak ve posteriore dogru doniik sekildedir ancak Slgiilmeleri
zordur. Median bulb viicut boslugunu dolduracak biiyiikliiktedir ve metacorpus
belirgindir (Sekil 4.3 B). Kuyruk tipik olarak uca dogru daralmakta ve konik sekilde
sonlanmaktadir (Sekil 4.3 C). Kuyruk ucundaki ‘Hyalin’ olarak adlandirilan zarsal
alan belirgindir.

Sekil 4.3 Meloidogyne arenaria’nin ikinci donem
larvasinin A: genel goriiniimii, B: antarior, C:
posterior bolgelerinin goriiniimii
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Cizelge 4.1 Meloidogyne arenaria’nin 2. donem larvasina (J2) ait morfometrik

ve allometrik karakter 6zellikleri (um)

n= 20 Ortalama + St. S (Min-Maks.)
Viicut uzunlugu 415.56 + 20.89 357.19 - 451.47
A 28.36 + 1.740 24.77 - 30.97
B 7.34£0.42 5.97-7.97

C 8.54+1.18 6.86 - 12.02
c’ 4.40+0.41 3.50 - 5.06
Stylet uzunlugu 13.95+0.35 13.23 - 14.89
Dorsal 6zafagus bezi (DGO) 3.47+0.29 2.62 - 3.88
?Iﬁ?n t;);; ;zundan metacorpusa kadar 56.59 4+ 1.85 59 50 - 59.74
Viicudun en genis yeri 14.67 + 0.61 13.41-16.25
iaessg}g)n kisimidan aniis arasindaki 366.26 + 21.79 305.15 - 398.04
Antisteki viicut genigligi (ABW) 11.22 +1.17 9.36 - 13.82
Kuyruk uzunlugu 49.30 £5.24 34.48 - 56.94
Kuyruk ucu uzunlugu (Hyaline) 10.96 + 1.86 8.49 - 14.65

*St.S: Standart Sapma

a = Viicut uzunlugu / Viicudun en genis yeri

b = Viicut uzunlugu / Bas kismindan metacorpusa kadar olan uzunluk

¢ = Viicut uzunlugu / Kuyruk uzunlugu



-Meloidogyne luci
-Morfolojik karakterler

M. luci’nin perineal kism1 M. arenaria’nin perineal kismina olduk¢a benzemektedir.
Sirta ait kemer diisiik ve yuvarlak bigimlidir. Cizgiler hafif dalgali hemen hemen
yuvarlaklagmis ve altigen sekil olusturmaktadir. Lateral alan belirgin degildir, sirt ve
karin bolgelerine ait cizgiler lateral alan boyunca ¢ok hafif bir agiyla birlesmektedir
(Sekil 4.4). Bu iki tiri birbirinden ayiran en 6nemli 6zelligin lateral alan oldugu, M.
luci’de belirsiz olan lateral alanin M. arenaria’da belirgin olarak gorildigi
bildirilmistir (Jepson, 1987).
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Sekil 4.4 Kok ur nematodu M. luci’nin disi perineal yapisinin goriiniisii; sirt, karin,
vulva ve ¢izgiler
2. donem larvalarin viicut yapilar1 genellikle kiigiik olup morfolojik karakterlerinin
ayrim1 zordur. Viicutlar1 ortalama 408,56 pm uzunlugundadir (Sekil 4.5 A) (Cizelge
4.2). Bas yapisi viicutla bogum olusturmadan birlesmis ve bas kaidesi hafifce
sertlesmistir. Stylet iyi gelismis ve ortalama 13,56 um uzunlugundadir (Cizelge 4.2).
Stylet tokmaklar1 yuvarlak ve posteriore dogru doniik sekildedir ancak olciilmeleri
zordur. Median bulb viicut boslugunu dolduracak biiyiikliiktedir ve metacorpus
belirgindir (Sekil 4.5 B). Kuyruk tipik olarak uca dogru daralmakta ve konik sekilde

sonlanmaktadir.
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Sekil 4.5 Meloidogyne luci’nin ikinci donem larvasinin A:
genel goriiniimii, B: anterior, C: posterior
bolgelerinin goriiniimii
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Cizelge 4.2 Meloidogyne luci’nin 2. donem larvasina (J2) ait morfometrik ve

allometrik karakter 6zellikleri (um)

n=20

Ortalama+ St. S

(Min-Maks.)

Viicut uzunlugu

409.11 +£11.06

397.25- 426.17

A 30.22+1.9 28.12-34.1
B 7.17+0.41 7.81-9.81
C 8.97 £ 0.65 7.64-9.81
c’ 3.47+0.38 3.05-4.36
Stylet uzunlugu 14,37+ 0.44 13.77 - 15.01
Dorsal 6zafagus bezi (DGO) 3.16+0.21 2.79-3.41
lslz;?r;n t')er; ;czundan metacorpusa kadar 5791 4205 52 48- 62,31
Viicudun en genis yeri 13.18 + 0.87 12.02- 15.02
I;a;ssglféin kisimidan aniis arasindaki 363.344 11.38 345.97 - 383.04
Aniisteki viicut genisligi (ABW) 13.25+0.9 11.68 — 14.88
Kuyruk uzunlugu 45.8 + 3.37 41.55 -52.08
Kuyruk ucu uzunlugu (Hyaline) 10.94+ 1.04 9.73-12.86

*St. S: Standart Sapma

a = Viicut uzunlugu / Viicudun en genis yeri

b = Viicut uzunlugu / Bas kismindan metacorpusa kadar olan uzunluk

¢ = Viicut uzunlugu / Kuyruk uzunlugu



-Molekiiler karakterler

Kok ur nematodlarinin teshisinde kullanilan mitekondrial DNA molekiiler yontemi
ve biyokimyasal tanimlama kullanilarak teshisleri yapilmistir. DNA molekiiler
yontemi igin tiirlere spesifik TRNH/MRH106 ile MORF/MTHIS primer c¢iftleri
kullanilarak PCR yapilmustir (Sekil 4.6). Unye ve Rize’de bulunan kok ur
nematodlar1 nematodlar1 biyokimyasal tanimlama ile de teshis edilmistir (Sekil 4.8)
Elde edilen bant biiyiiliikleri TRNH i¢in 557, MOREF i¢in 743 bp’dir. Hinf | 445-112,
Mnl T igin ise 340,140, 77 bp dir. Meloidogyne luci’de ayni biiyiikliikkte ban verdigi

i¢in tlirlerin kesin teshisi i¢in sekans analizi yaptirilmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6 A: TRNAH/ MORF pirmerlerinde, B: Hinf | primerinde, C: Mnl |
primerinde verdikleri bant biiytikliikleri

Yapilan bu yontem sonucundaki verileri dogrulama adina C2F3/1108 primer setleri
kullanilarak PCR yapilmis ve sekans analiz sonucu elde edilen niikleotid dizilimleri
gen bankasindaki daha onceden belirlenmis olan Meloidogyne tiirlerinden niikleotid
dizilimleri ile karsilastirma yapilmistir (Sekil 4.7). Yapilan karsilastirma sonucunda
Ordu merkezdeki tiiriin % 100 LN713302.1, LN71301.1 ve LN626961.1 accession
numarali M. luci ile uyumlu oldugu tespit edilmistir. Unye ve Rize’den elde edilen
DNA’larin sekans sonuglarina gore ise KX983450.1 accession numarali M. arenaria

ile % 98 uyumlu oldugu gozlenmistir.

37



Sekil 4.7 Meloidogyne arenaria ve
M. luci’nin C2F3
primerlerinde vermis
oldugu bant biiyiikliikleri

-Biyokimyasal tanimlama
Rize ve Unye’den elde edilen Meloidogyne disileri biyokimyasal yontemler ile de

tanimlanmigstir. Daha 6nceden teshis edilmis olan M. javanica’yi referans alarak tiir

teshisi yapilmustir.

. e )-' .
ekil 4.8 A: Rize ili, B: Unye ilgesinden elde edilen kok-ur nematodu
y
populasyonlarindaki esteraz enzim fenotipleri (Mj: Meloidogyne javanica, Ma:
M. arenaria)
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Sekil 4. 9 Meloidogyne spp. nin misir kokiinde geliserek olusturdugu ur, yumurtasi
ve disisi
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4.1.2. Pratylenchus tiirlerinin morfolojik ve molekiiler karakterleri
Pratylenchus agilis (Thorne and Malek, 1968) Hernandez, Jordana,

Goldaracena and Pinochet, 2000

-Morfolojik karakterler

Fiksasyon sonucu disi bireylerin viicudu ventrale dogru hafif kivrik sekil almaktadir
(Sekil 4.10 A). Bas bolgesi algak, hafif basik ve 6n kismi hafif ovaldir. Bas viicutla
bogumsuz olarak birlesmis ve bas kaidesi kuvvetlice sertlesmistir. Stylet iyi gelismis
olup ortalama 16,69 pum uzunluktadir. Stylet tokmaklar1 yuvarlak olup eni ortalama
4,04 um boyu ise 2,32 um dir (Cizelge 4.3). Median bulb iyi gelismis, yuvarlak veya
hafifce oval sekilde ve viicut boslugunu hemen hemen doldurmaktadir (Sekil 4.10
B). Kuyruk ise ortalama 24,73 pm uzunlugunda olup sona dogru hafif incelerek
konik sekil olugturmustur (Cizelge 4.3).

Sekil 4. 10 Pratylenchus agilis’in disisinin A: genel goriiniimii, B:
anterior, C: posterior bdlgesinin goriiniimii
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Cizelge 4.3 Pratylenchus agilis’in disi bireylere ait morfometrik ve
allometrik karakter 6zellikleri (um)

n=20 Ortalama + St.S  (Min-Maks)
Viicut uzunlugu 485.86 +35.74 387.39 - 528.02
A 20.17 +1.170 18.16- 22.37
B 8.79+ 0.71 7.21-9.84

C 19.91+£2.75 15.67- 25.77
c’ 1.93+0.24 1.61-2.71
Stylet uzunlugu 16.69 + 0.15 16.48- 16.96
Stylet tokmagi genisligi 4.04 +£0.31 3.29-4.6
Stylet tokmag: ytiksekligi 2.32+0.22 1.94-2.85
Dudak bdlgesi genisligi 2.57£0.42 2.05-3.37
Dudak bolgesi yiiksekligi 7.47 + 0.40 6.92- 8.43
Dorsal 6zafagus bezi (DGO) 2.69+0.5 1.88-3.93
Bagin 6n kisimindan metacorpusa

kadar olan mesafe 55.38 £3.311 48.95- 62.55

Salgi bezi ile bagiragin birlestigi mesafe 26.33+ 2.94 21.95- 34.54

Bosaltim kanali agikligi (S-E) 76.47 +6.98 58.69 - 84.26
Maksimum viicut genisligi 24.1 +1.58 20.67- 26.44
Basin 6n kismindan vulvaya kadar olan 383.14 + 31 47 295.17- 418.38
mesafe

Vulva-Anus aras1 mesafe 77.99+7.20 65.92- 94.20
%V 78+ 1 75-82
Aniisteki viicut genisligi (ABW) 12.80 +0.84 11.29- 14.47
Kuyruk uzunlugu 2473+ 3.2 19.07- 33.15

*St.S: Standart Sapma

a = Viicut uzunlugu / Viicudun en genis yeri

b = Viicut uzunlugu / Bas kismimdan metacorpusa kadar olan uzunluk
¢ = Viicut uzunlugu / Kuyruk uzunlugu

¢’= Kuyruk uzunlugu / Aniisteki viicut genisligi

% V= basin son kismi ile vulva arasindaki mesafe / Viicut uzunlugu oranlar: elde
edilmistir.
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Sekil 4. 11 Pratylenchus agilis’in Karadeniz Bolgesi’nde yayilma alani
-Molekiiler analizleri

Elde edilen DNA’lar ITS gen bolgelerine ait spesifik primer ¢iftleri kullanilarak PCR
yapilmis ve farkli biiyiiklilkklerde DNA bantlar1 elde edilmistir. TW81 ve AB28
primerleri i¢in yaklasik 900 bp uzunlukta bant olusturmustur (Sekil 4.12)

Tiire ait DNA’nin sekans analizi sonucunda elde edilen niikleotid baz dizilimi daha
once tespit edilen gen bankasinda bulunan tiirler ile BLAST edilerek % 99 oraninda

JQ039330.1 accession numarali P. agilis 6rnekleri ile benzerlik gostermistir.
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Sekil 4. 12 Pratylenchus agilis’in ITS gen bolgesinin, D2-
D3 gen bolgesinin PCR sonucu verdigi bant
bliytikliigli (Pa: P. Agilis, Pn: P. neglectus, Pp: P.
penetrans, Pv: P. vulnus )

Pratylenchus mediterraneus Corbett, 1983

-Morfolojik karakterler

Disi bireylerin viicudu fiksasyon sonucu ventrale dogru hafif kivrik sekil almaktadir
(Sekil 4.13 A). Bas bolgesi hafif sisik ve iist kismi diiz sekildedir. Bas kaidesi
kuvvetlice sertlesmistir. Stylet iyi gelismis olup ortalama 16,79 pm uzunluktadir.
Stylet tokmaklar1 oval olup genislikleri genellikle 3,93 pum, uzunluklar: ise 2,61 um
uzunlugundadir. Median bulb iyi gelismis olup kismen oval sekilli ve hafif dardir
(Sekil 4.13 B) (Cizelge 4.4). Kuyruk genellikle sona dogru diiz olarak hafif incelir,
ucu diiz ve 22,65 um uzunlugundadir (Sekil 4.13 C) (Cizelge 4.4).
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Sekil 4. 13 Pratylenchus mediterraneus’un disisinin A: genel
gorliinimii, B: anterior, C: posterior bolgesinin
goruntimu
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Cizelge 4.4 Pratylenchus mediterraneus’un disi bireylerine ait morfometrik
ve allometrik karakter 6zellikleri (um)

n=20 Ortalama + St. S (Min-Maks.)
Viicut uzunlugu 436.9 +47.4 344.9 - 480.4
a 25.37 + 1.53 22.46 - 27.02
b 8.72+0.22 8.34 - 8.98
C 19.38 +1.85 16.49 - 21.42
c’ 37.53 +3.43 32.11 - 42.93
Stylet uzunlugu 16.79+0.75 16.03 - 18.18
Stylet tokmag genisligi 3.93+0.50 3.48 - 4.88
Stylet tokmag yliksekligi 2.61 +0.26 2.08 - 2.96
Dudak bolgesi genisligi 3.32+0.48 3.04-44
Dudak bolgesi yiiksekligi 7.40 + 0.36 7.01-7.97
Dorsal 6zafagus bezi (DGO) 2.85+ 0.84 2.15-4.64
Eiﬁiﬁ;ﬁi:ﬁf“agm 29.77+35 25.22 - 36.13
Bosaltim kanali agikligi (S-E) 71.47 +7.29 63.15 - 83.32
Maksimum viicut genisligi 17.18 + 1.11 15.35-18.21
Basin 6n kismindan vulvaya 353.8 + 40.8 973.6 - 3915
kadar olan mesafe

Vulva-Anus aras1 mesafe 59.72 £ 6.03 48.18 - 65.21
%V 80.92 +0.98 79.33 +82.16
?Ang\sfve)ki viieut genisligi 11.63 % 0.60 10.74 - 12.55
Kuyruk uzunlugu 22.65+2.79 19.60 - 27.48

*St.S: Standart Sapma

a = Viicut uzunlugu / Viicudun en genis yeri

b = Viicut uzunlugu / Bas kismindan metacorpusa kadar olan uzunluk

¢ = Viicut uzunlugu / Kuyruk uzunlugu

¢’= Kuyruk uzunlugu / Antisteki viicut genisligi

% V= basin son kismu ile vulva arasindaki mesafe / Viicut uzunlugu oranlar1 elde

edilmistir.
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Sekil 4.14 Pratylenchus mediterraneus’un Karadeniz Bolgesinde yayilma alani
Molekiiler analiz

Elde edilen DNA’lar ITS gen bolgelerine ait spesifik primer ciftleri kullanilarak PCR
yapilmis ve farkli biiyiikliiklerde DNA bantlar1 elde edilmistir. TW81 ve AB28
primerleri i¢in 756 bp uzunlukta (Sekil 4.15).

Tiire ait DNA’nin sekans analizi sonucunda elde edilen niikleotid baz dizilimi daha
once tespit edilen gen bankasinda bulunan tiirler ile BLAST edilerek % 99 oraninda
FR692318.1, FR692310.1, FR692312.1, FR692313.1, FR692309.1, FJ712950.1

accession numarali P. mediterraneus ornekleri ile benzerlik gostermistir.
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Sekil 4. 15 Pratylenchus mediterraneus’un ITS
gen bolgesinin PCR sonucu verdigi
bant biiytikligi (Pm: P.
mediterraneus)
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Pratylenchus neglectus (Rensch, 1924) Filipjev and Schuurmans Stekhoven, 1941

Sinonimleri:

Aphelenchus neglectus Rensch, 1924;

Tylenchus neglectus (Rensch ) Steiner, 1928;

Anguillulina (Pratylenchus) neglecta ( Rensch) W. Schneider, 1939;
Pratylenchus minyus Sher and Allen, 1953

Pratylenchus capitatus lvanova, 1968

Pratylenchus noecapitatus Khan and Singh,1975

Pratylenchus similis Khan and Singh, 1975

-Morfolojik karakterler

Fiksasyon sonucu disi bireylerin viicudu genellikle ventrale dogru hafif kivrik sekil
alir (Sekil 4.16 A). Bas bolgesi viicutla hafif bogum olusturacak sekilde birlesmistir.
Bas kaidesi kuvvetlice sertlesmistir. Stylet ortalama 16,92 pm uzunluktadir. Stylet
tokmaklar1 2,37 um uzunlugunda, 4,58 pm genisiliginde belirgin, kiiciik, yuvarlak ve
anterioru diiz, posterioru ise hafif oval sekillidir (Sekil 4.16 B) (Cizelge 4.5). Median
bulb yuvarlak ve viicut boslugunu kismen doldurmaktadir. Kuyruk ortalama 24,29
pum uzunlugunda uca dogru daralir ve hafif ventrale kavislidir (vulva-aniis arasindaki
uzakligin yarisi ile ligte biri arasinda degisen boylardadir) (Sekil 4.16 C) (Cizelge
4.5).
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Sekil 4. 16 Pratylenchus neglectus’un disisinin A: genel goriinimii,
B: anterior, C: posterior bdlgesinin goriiniim
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Cizelge 4.5 Pratylenchus neglectus’un disi bireylerine ait morfometrik ve allometrik
karakter 6zellikleri (um)

n=20 Ortalama + St. S (Min-Maks.)
Viicut uzunlugu 536.53 + 23.57 492.03 - 582.38
a 20.29 + 2.03 15.81 - 24.21
b 10.84 + 0.57 9.98 - 12.46
C 22.43+3.09 17.86 - 28.94
c’ 1.60+0.21 1.26 - 2.03
Stylet uzunlugu 16.92 + 0.63 16.06 - 18.12
Stylet tokmag1 genisligi 4.58 +0.37 3.85- 5.32
Stylet tokmag: ytiksekligi 2.37£0.18 2.07- 2.62
Dudak bdlgesi genisligi 3.32+ 0.50 2.49 - 4.04
Dudak bolgesi yiiksekligi 8.16 + 0.29 7.71 - 8.92
Dorsal 6zafagus bezi (DGO) 2.41+0.31 1.92-29
Basin 6n kisimindan metacorpusa

cadar ofan o 308 49.54 + 2.46 43.59 - 53.46
iaelféfl;ezi ile bagirsagin birlestigi 2614 + 3.23 2105 - 31.64
Bosaltim kanali agikligi (S-E) 86.13 + 3.00 82.08 - 90.63
Maksimum viicut genigligi 26.62 + 2.27 23.06 - 33.41

Basin 6n kismindan vulvaya

kadar olan mesafe

443.45 + 23.13

401.45 - 486.63

Vulva-Anus aras1 mesafe 70.25 +4.36 62.76 - 77.55
%V 82.63 + 1.46 80.46 - 86.22
Aniisteki viicut genisligi (ABW) 15.195+1.431 12.25-18.06
Kuyruk uzunlugu 24.29 + 3.05 17.78 - 29.38

*St.S: Standart Sapma

a = Viicut uzunlugu / Viicudun en genis yeri

b = Viicut uzunlugu / Bas kismindan metacorpusa kadar olan uzunluk
¢ = Viicut uzunlugu / Kuyruk uzunlugu

¢’= Kuyruk uzunlugu / Antisteki viicut genisligi

% V= basin son kismi ile vulva arasindaki mesafe / Viicut uzunlugu oranlar elde
edilmistir.
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Sekil 4. 17 Pratylenchus neglectus’un Karadeniz Bolgesi’nde yayilma alani

- Molekiiler analiz

Elde edilen DNA’lar ITS ait spesifik primer ciftleri TW81 ve AB28 kullanilarak
PCR yapilmis ve 720 bp uzunlukta bant goriintiisii elde edilmistir (Sekil 4.18 A).
Elde edilen tiire ait DNA sekans analizine gonderilerek (Sentegen Biotech.)
sonucunda elde edilen niikleotid baz dizilimleri daha Once tespit edilen gen
bankasinda bulunan tirler BLAST edilerek % 98 oraninda FR692286.1,

KX683383.1 accession numarali P. neglectus érnekleri ile benzerlik gostermistir.

Ayrica tiiriin dogrulugunu giiclendirme adina Al-Banna (2004) tarafindan gelistirilen
tiire 6gii D3 bolgesine has primerler kullanilarak (PNEG /D3B) PCR edilmis ve 290
bp biiyiikliigiinde bant elde edilmistir (Sekil 4.18 B).
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Sekil 4.18 Praylenchus neglectus’un A: ITS gen bolgesinin, B: Spesifik
pirimerlerinin  (PNEG-PPEN-PTHO), D2-D3 gen bdlgesinin PCR
sonucu verdigi bant biiyiikligi (Pa: P. agilis, Pn: P. neglectus, Pp: P.
penetrans, Pt: P. thornei, Pv: P. vulnus)

Pratylenchus penetrans (Cobb 1917) Filipjev and Stekhoven 1941

Sinonimleri:

Tylenchus penetrans Cobb, 1917

Anguillulina (Pratylenchus) penetrans (Cobb) Goodey1932
Tylenchus gulosus Kiihn 1890

Pratylenchus gulosus (Kiihn) Filipjev and Schuurmans Stekhoven,1941

-Morfolojik karakterler

Fiksasyon sonucu disi bireylerin viicudu ventrale dogru hafif kivrik sekil almaktadir
(Sekil 4.19 A). Bas bolgesi algak, hafif basik ve 6n kismi diizdiir. Bas viicutla
bogumsuz olarak birlesmis ve bas kaidesi kuvvetlice sertlesmistir. Stylet 1yi gelismis
olup ortalama 16,19 um uzunluktadir. Stylet tokmaklar1 yuvarlaktir, anterioru hafif
cukur, posterioru ise diiz sekilde olup eni ortalama 4,50 um, boyu ise 2,43 pm dir
(Sekil 4.19 B) (Cizelge 4.6). Median bulb iyi gelismis, yuvarlak veya hafifge ovaldir.
Kuyruk genellikle genisce yuvarlak, uca dogru hafif incelmistir ve ortalama 19,31
um uzunlugundadir (Sekil 4.19 C) (Cizelge 4.6).
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Sekil 4. 19 Pratylenchus penetrans’in disisinin A: genel goriiniimii, B:
anterior, C: posterior bolgesinin goriinimii
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Cizelge 4.6 Pratylenchus penetrans’in disi bireylerine ait morfometrik ve
allometrik karakter 6zellikleri (um)

n= 20 Ortalama+=St.S  (Min-Maks.)
Viicut uzunlugu 612.38 + 34.07 564.73- 694.21
a 25.39+ 2.25 20.974- 30.54
b 10.03 + 0.65 8.98-11.58
C 17.81+ 2.02 14.96 - 23.76
c’ 2.26+ 0.20 1.87 - 2.60
Stylet uzunlugu 17.75+£0.59 16.03- 18.64
Stylet tokmag genisligi 4.50 + 0.4073 3.59-5.30
Stylet tokmag: yiiksekligi 2.43+0.31 1.99-2.98
Dudak bolgesi genisligi 4.24+ 0.39 3.66-5.06
Dudak bolgesi yiiksekligi 8.47+0.29 7.91-8.87
Dorsal 6zafagus bezi (DGO) 2.93+0.37 2.08-3.65
Basin 6n kisimindan metacorpusa

kadar olan mesafe 61.11+3.25 52.81- 67.84
Salg1 bezi ile bagiragin birlestigi 3061 + 6.34 22 07- 44.45
mesafe

Bosaltim kanali agikligi (S-E) 90.59 + 6.26 72.62- 99.65
Maksimum viicut genigligi 24.33 = 2.883 19.4- 30.31

Basin 6n kismindan vulvaya kadar
olan mesafe

498.45+30.76

450.59-554.07

Vulva-Anus arasi mesafe 88.49+9.20 450.59-554.07
%V 79+1 77-83
Aniisteki viicut genisligi (ABW) 15.34 +1.09 13.07- 17.47
Kuyruk uzunlugu 34.63 +2.84 27.18- 38.7

*St.S: Standart Sapma

a = Viicut uzunlugu / Viicudun en genis yeri

b = Viicut uzunlugu / Bas kismindan metacorpusa kadar olan uzunluk

¢ = Viicut uzunlugu / Kuyruk uzunlugu

¢’= Kuyruk uzunlugu / Antisteki viicut genisligi

% V= basin son kismi ile vulva arasindaki mesafe / Viicut uzunlugu oranlar1 elde

edilmistir.



Erkek bireyler disi bireylere benzer ancak boyut olarak daha kiigiiktiir (Sekil 4.20 A).
Stylet iyi gelismis 16,28 pm uzunlugundadir. Stylet tokmaklar1 belirgindir. Bas
kaidesi sertlesmis ve kismen oval sekillidir (Sekil 4.20 B). Median bulb yuvarlak
sekilli ve iyi gelismistir. Kuyruk sona dogru iyice sivrilmistir. Spicula 16,79 pm
uzunlugunda ve hafif kavislidir (Sekil 4.20 C) (Cizelge 4.7).

Sekil 4. 20 Pratylenchus penetrans’in erkeginin A: genel gériiniimii, B: anterior C:
posterior bolgesinin goriinimii
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Cizelge 4.7 Pratylenchus penetrans’in erkek bireylerine ait morfometrik ve
allometrik karakter 6zellikleri (um)

n=20 Ortalama + St. S (Min-Maks.)
Viicut uzunlugu 543.68 + 28.58  498.63 - 594.82
a 26.84 + 1.56 24.57 - 30.27
b 9.28 +£0.43 8.38 - 10.17
C 42.22 + 6.64 32.77-57.03
Stylet uzunlugu 16.28 + 1.036 14.33 - 18.090
Stylet tokmag genisligi 3.87+0.34 3.38-4.74
Stylet tokmag: yiiksekligi 2.27£0.38 1.71-3.31
Dudak bolgesi genigligi 3.86 +0.52 2.52-5.11
Dudak bolgesi yiiksekligi 7.74 £0.29 7.05 - 8.25
Dorsal 6zafagus bezi (DGO) 2.93+0.33 2.43-3.81
Basi 6n kisimindan metacorpusa

kadar olan mesafe 58.65 + 3.36 50.26- 63.57
(S)\z;le%:;;)e)zi ile bagiragin birlestigi mesafe (Gland 27 49 + 4.79 20.33- 37.99
Bosaltim kanali agikligi (S-E) 81.85+5.43 69.33 -89.78
Maksimum viicut genigligi 20.30+ 1.46 17.89 - 22.92
Gubernaculum 7.17+ 0.74 5.80 - 8.96
Spicula 16.79+ 1.7 13.53-19.82
Kuyruk uzunlugu 13.15+ 2.03 10.07- 16.83

*St.S: Standart Sapma

a = Viicut uzunlugu / Viicudun en genis yeri

b = Viicut uzunlugu / Bas kismindan metacorpusa kadar olan uzunluk

¢ = Viicut uzunlugu / Kuyruk uzunlugu
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Sekil 4. 21 Pratylenchus penetrans’in Karadeniz Bolgesi’'nde yayilma alani
-Molekiiler analiz

Elde edilen DNA’lar ITS ait spesifik primer ciftleri TW81 ve AB28 kullanilarak
PCR yapilmis ve 720 bp uzunlukta bant goriintiisii elde edilmistir (Sekil 4.22 A).
Elde edilen tiire ait DNA sekans analizine gonderilerek (Sentegen Biotech.)
sonucunda elde edilen niikleotid baz dizilimleri daha oOnce tespit edilen gen
bankasinda bulunan tiirler BLAST edilerek % 98 oraninda FJ712969.1, LT963590.1,
JX046955.1, FJ712964.1 accession numarali P. penetrans ornekleri ile benzerlik

gostermistir.

Ayrica tiirin dogrulugunu giiclendirme adina Al-Banna (2004) tarafindan gelistirilen
tiire 6gli D3 bolgesine has primerler kullanilarak (PPEN /D3B) PCR edilmis ve 278
bp biiytikliigiinde bant elde edilmistir (Sekil 4.22 B).
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Sekil 4. 22 Praylenchus penetrans’in A: ITS gen bélgesinin, B: Spesifik
primerlerinin (PNEG-PPEN-PTHO), C: D2-D3 gen bdlgesinin
PCR sonucu verdigi bant biiytlikliigii (Pa: P. agilis, Pn: P. neglectus, Pp:
P. penetrans, Pt: P. thornei, Pv: P. vulnus)

Pratylenchus thornei Sher ve Allen, 1953
-Morfolojik karakterler

Fiksasyon sonucu disi bireylerin viicudu genellikle kapali “C” seklini almaktadir.
Bas bolgesi algak, hafif basik ve 6n kismu hafif ovaldir. Bas viicutla bogumsuz olarak
birlesmistir. Bas kaidesi kuvvetlice sertlesmistir. Stylet iyi geligsmis ortalama 16,27
pum uzunluktadir. Stylet tokmaklari iyi gelismis ve yuvarlak sekilde olup eni ortalama
4,41 um, boyu ise 2,31 um uzunlugundadir. Median bulb iyi gelismis ve yuvarlaktir,
metacorpus belirgindir (Sekil 4.23 B) (Cizelge 4.8) Vulva viicudun dortte tiglikk
kisminda yer almaktadir. Kuyruk ortalama 25,39 pum uzunlukta, ucu kesik

goriinlimiinde diiz bir sekilde sonlanmaktadir (Sekil 4.23 C) (Cizelge 4.8).
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Sekil 4. 23 Pratylenchus thornei’nin disi bireyinin A: genel gériiniimii, B: anterior C:
posterior bolgesinin goriinimii
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Cizelge 4.8 Pratylenchus thornei’nin disi bireylerine ait morfometrik ve
allometrik karakter 6zellikleri (um)

n= 20 Ortalama + St. S (Min-Maks.)
Viicut uzunlugu 613.6 +49.7 531.4- 715.8
a 26.64 + 3.10 21.16 - 31.88
b 11.42 + 1.05 10.15- 13.70
Cc 19.94 + 1.89 16.29 - 23.50
c’ 2.15+ 0.22 1.69 - 2.61
Stylet uzunlugu 16.27 +0.48 15.22 - 17.05
Stylet tokmag1 genisligi 4.419 +0.30 3.92- 5.07
Stylet tokmag: yiiksekligi 2.31+ 0.22 1.93- 2.8
Dudak bolgesi genisligi 3.57+0.45 2.37- 4.35
Dudak bolgesi yiiksekligi 7.47 +0.30 6.88-7.91
Dorsal 6zafagus bezi (DGO) 2.95+0.27 2.36 - 3.45
Basin 6n kisitmindan metacorpusa

Kadar olan mesafe 53.93+451 47.87 - 62.47
rSnaelsg(;fléezi ile bagiragin birlestigi 99.18 4 3.92 99 37 - 36.34
Bosaltim kanali1 agikligi (S-E) 92.75+7.77 76.36 - 110.25
Maksimum viicut genisligi 23.34+ 3.48 19.24 - 29.66
iﬁ;ﬁn kismindan vulvaya kadarolan 457 61, 4357 395,84 - 565.26
Vulva-Anus arasi mesafe 124.86 +13.94  102.58 - 166.63
%V 74.63 +4.05 62.16 — 80.85
Aniisteki viicut genisligi (ABW) 14.43 +£1.46 12.66 - 17.3
Kuyruk uzunlugu 30.99 + 3.52 26.47 - 37.22

*St.S: Standart Sapma

a = Viicut uzunlugu / Viicudun en genis yeri

b = Viicut uzunlugu / Bas kismindan metacorpusa kadar olan uzunluk

¢ = Viicut uzunlugu / Kuyruk uzunlugu

¢’= Kuyruk uzunlugu / Aniisteki viicut genisligi

% V= basin son kismi ile vulva arasindaki mesafe / Viicut uzunlugu oranlar1 elde

edilmistir.
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Sekil 4. 24 Pratylenchus thornei’nin Karadeniz Bélgesi’nde yayilma alanlar
-Molekiiler analiz

Elde edilen DNA’lar ITS ait spesifik primer ciftleri TW81 ve AB28 kullanilarak
PCR yapilmis ve 720 bp uzunlukta bant goriintiisii elde edilmistir (Sekil 4.25 A).
Elde edilen tiire ait DNA sekans analizine gonderilerek (Sentegen Biotech.)
sonucunda elde edilen niikleotid baz dizilimleri daha oOnce tespit edilen gen
bankasinda bulunan tirler BLAST edilerek % 98 oraninda FR692303.1,
KY424245.1, FR692304.1, KY424246.1 accession numarali P. thornei ornekleri ile

benzerlik gostermistir.

Ayrica tiiriin dogrulugunu giiglendirme adina Al-Banna (2004) tarafindan gelistirilen
tiire 0gii D3 bolgesine has primerler kullanilarak (PHO /D3B) PCR edilmis ve 288
bp biiyiikliigiinde bant elde edilmistir (Sekil 4.25 B).
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Sekil 4.25 Praylenchus thorne’nin A: ITS gen bolgesinin, B: Spesifik pirimerlerinin
(PNEG-PPEN-PTHO), C: D2-D3 gen bdlgesinin PCR sonucu verdigi
bant biiyiikliigii (Pn: P. neglectus, Pp: P. penetrans, Pt: P. thornei)

Pratylenchus vulnus Allen and Jensen, 1951

-Morfolojik karakterler

Fiksasyon sonucu disilerin viicudu ventrale dogru hafif kivrik sekildedir. Bas bolgesi
oval ve st tarafi diiz sekildedir. Bas viicutla bogumsuz olarak birlesmis ve bas
kaidesi kuvvetlice sertlesmistir. Stylet iyi gelismis, ortalama 18,21 um uzunluktadir.
Stylet tokmaklar1 yuvarlaktir, eni ortalama 4,56 pm uzunlugunda, boyu ise 2,36 um
uzunlugundadir. Median bulb yuvarlak ve iyi gelismistir (Sekil 4.26 B) (Cizelge 4.9).
Kuyruk genellikle uca dogru sivrilmekte ve u¢ kisminda hafif bir c¢ikinti
bulunmaktadir. Ortalama 35,14 pm uzunlugunda olan kuyruk sona dogru konik
seklini almaktadir (Sekil 4.26 C) (Cizelge 4.9).
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Sekil 4. 26 Pratylenchus vulnus’un disi bireyinin A: genel goriiniimii, B:
anterior C: posterior bolgesinin goriiniim
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Cizelge 4.9 Pratylenchus vulnus’un disi bireylerine ait morfometrik ve

allometrik karakter 6zellikleri (um)

n= 20 Ortalama+ St. S (Min-Max.)
Viicut uzunlugu 625.62 + 40.57 553.07- 722.28
a 22.88 +2.44 17.72- 28.67
b 9.60+ 0.72 7.54- 10.36

C 17.93+1.88 15.22- 21.46
c’ 2.12+0.20 1.82 -2.51
Stylet uzunlugu 18.21+ 0.82 17.08- 19.9
Stylet tokmag1 genisligi 4.56 + 0.39 3.77-5.35
Stylet tokmag: yiiksekligi 2.36 +£0.23 2.03-2.77
Dudak bolgesi genisligi 3.76 £ 0.56 2.7- 4.67
Dudak bolgesi yiiksekligi 8.63 = 0.4457 7.86-9.76
Dorsal 6zafagus bezi (DGO) 2.41+0.31 1.75- 2.88
Bagin 6n kisimindan metacorpusa

cadar ol 65.38 +£5.03 58.98 - 79.02
Salg1 bezi ile bagiragin birlestigi mesafe  34.8 + 8.08 24.55 - 57.63
Bosaltim kanal1 a¢iklig1 (S-E) 96.46 + 9.61 85.89 - 128.37
Maksimum viicut genisligi 27.54 + 2,52 21.41 - 32.48

Basin 6n kismindan vulvaya kadar olan

503.26 + 37.18

429.39 - 574.26

mesafe

Vulva-Anus aras1 mesafe 90.90 + 10.51 79.26 - 118.60
%V 80.64 + 6.59 69.10-94.20
Aniisteki viicut genisligi (ABW) 16.62 + 1.55 14.1 - 19.59
Kuyruk uzunlugu 35.14 + 3.23 28.14 - 40.28

*St.S: Standart Sapma

a = Viicut uzunlugu / Viicudun en genis yeri

b = Viicut uzunlugu / Bas kismidan metacorpusa kadar olan uzunluk

¢ = Viicut uzunlugu / Kuyruk uzunlugu

¢’= Kuyruk uzunlugu / Antisteki viicut genisligi

% V= basin son kismi ile vulva arasindaki mesafe / Viicut uzunlugu oranlar: elde

edilmistir.
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Erkek bireyler genel olarak disiye benzemekte olup boyut olarak disiden kiigiiktiir
(Sekil 4.27 A). Stylet iyi gelismis ve ortalama 16,85 uzunlugundadir. Bag kaidesi
kuvvetlice sertlesmistir. Median bulb iyi gelismistir (Sekil 4.27 B) (Cizelge 4.10).
Kuyruk sona dogru sivrilmistir. Spicula 16,91 uzunlugunda olup hafif kavislidir
(Sekil 4.27 C) (Cizelge 4.10).

Sekil 4. 27 Pratylenchus vulnus’un erkek bireyinin A: genel
gorlinlimii, B: anterior C: posterior bdlgesinin
goriiniimi
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Cizelge 4.10 Pratylenchus vulnus’un erkek bireylerine ait morfometrik ve
allometrik karakter 6zellikleri (um)

n Ortalama+ St. S (Min-Maks.)
Viicut uzunlugu 537.38+ 28.38 491.74 - 615.84
a 25.67 + 1.49 23.11 - 28.04
b 8.84 + 0.60 8.17-10.11

c 38.73+7.14 25.44 - 52.55
Stylet uzunlugu 16.85+0.85 15.16 — 18
Stylet tokmag genisligi 3.64 +0.33 3.01- 4.4
Stylet tokmagi yiiksekligi 1.93+0.24 1.35- 2.27
Dudak bolgesi genigligi 3.14+ 0.57 2.27 - 4.37
Dudak bolgesi yiiksekligi 7.67 +0.26 7.23 - 8.27
Dorsal 6zafagus bezi (DGO) 2.34 +0.38 1.80 - 2.80
Basin 6n kisimindan metacorpusa

n. - 60.92 + 3.63 52.2 - 66.99
qu;lf;fke)ezi ile bagiragin birlestigi 33.04 + 5.82 25 16 - 46.10
Bosaltim kanali acikligi (S-E) 84.36 + 4.04 74.31 - 90.4
Maksimum viicut genisgligi 2097+ 1.32 18.09 - 23.38
Gubernaculum 6.46 + 0.69 5.13-7.9
Spicula 16.91 + 2.25 11.84 - 19.92
Kuyruk uzunlugu 14.35 +2.87 10.54 - 21.14

*St.S: Standart Sapma

a = Viicut uzunlugu / Viicudun en genis yeri

b = Viicut uzunlugu / Bas kismindan metacorpusa kadar olan uzunluk

¢ = Viicut uzunlugu / Kuyruk uzunlugu
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Sekil 4. 28 Pratylenchus vulnus’un Karadeniz Bolgesi’nde yayilma alanlart

-Molekiiler analiz

Elde edilen DNA’lar ITS ait spesifik primer ciftleri TW81 ve AB28 kullanilarak
PCR yapilmis ve 712 bp uzunlukta bant goriintiisii elde edilmistir (Sekil 4.29 A).
Elde edilen tiire ait DNA sekans analizine gonderilerek (Sentegen Biotech.)
sonucunda elde edilen niikleotid baz dizilimleri daha once tespit edilen gen
bankasinda bulunan tiirler ile BLAST edilerek % 99 oraninda KT184906.1,
KY?242232.1, KT184907.1, KX446972 accession numarali P. vulnus ornekleri ile

benzerlik gostermistir.

Ayrica tiiriin dogrulugunu giiglendirme adina Al-Banna (2004) tarafindan gelistirilen
tiire 6gli D3 bolgesine has primerler kullanilarak (PVUL /D3B) PCR edilmis ve 287
bp biiyiikliigiinde bant elde edilmistir (Sekil 4.29 B).
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Sekil 4.29 Praylenchus vulnus’un A: ITS gen bolgesinin, B: Spesifik
pirimerlerinin  (PVUL), D2-D3 gen bolgesinin PCR sonucu
verdigi bant biiylkligi (Pa: P. agilis, Pn: P. neglectus, Pp: P. penetrans,
Pv: P. vulnus)

-Bulunan alt1 Pratylenchus tiiriine ait posterior ve anterior bdlgelerinin

karsilastirilmasi

Teshis edilen farkli Pratylenchus tiirlerinin anterior bolgelerindeki farklar1 gostermek
amaciyla Sekil 4.29, posterior bolgelerindeki farkliliklart gostermek amaciyla ise
Sekil 4.29 olusturulmustur. Ayrica P. penetrans ve P. vulnus’un erkek bireylerinin

posterior kisimlarinin gosterimi Sekli 4.30°da verilmistir.

68



Sekil 4. 30 Farkli Pratylenchus
anterior bolgeler A: Pratylenchus
agilis, B: P. mediterrneus, C: P.
neglectus, D: P. penetrans, E: P.
thornei, F: P. vulnus
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Sekil 4. 31 Farkli Pratylenchus tiirlerinin disilerine ait
posterior bolgeler A: Pratylenchus agilis, B:
P. mediterrneus, C: P. neglectus, D: P.
penetrans, E: P. thornei, F: P. vulnus
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Sekil 4. 32 Farkli Pratylenchus tiirlerinin erkeklerine ait posterior bolgeler
A: Pratylenchus penetrans, B: P. vulnus
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4.2 Tespit edilen tiirlerin yayilisi ve populasyon yogunluklar:

4.2.1 Tespit edilen tiirlerin yayihs alanlar

W Pranencine agils

W Pranydenc iz peretran:
Wl Prasydencinc thornet

= Prayylencing neghectns

W Praryienciuc vl
Prarylencinc mediterramens
W Meloidogyne arenaria
. * AMeloidogyne luci

Sekil 4.33 Teshis edilen nematodlarin Karadeniz Bolgesinde gostermis oldugu
dagilim

4.2.2 Tespit edilen tiirlerin popiilasyon yogunluklari ve mevsimsel popiilasyon

dalgalanmasinin belirlenmesi
-Tespit edilen tiirlerin popiilasyon yogunluklari

Masir yetistirciligi yapilan alanlardan alinan toprak ve kok orneklerinde elde edilen
kok-ur ve kok lezyon nematodlarmin 100 cm?® toprak ve 10 gr kokteki yogunluklari
Cizelge 4.1 de verilmistir. Ayrica alinan 6rneklerin toprak tekstiirti, pH, organik
madde, fosfor (P), potasyum (K) analizleri yapilmis ve bu oranlarin nematodlarin

dagilimi ile olan iligkileri incelenmistir.
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Cizelge 4.11 Toprak ve bitki koklerinden elde edilen endoparazit nematod
Pratylenchus spp. (larva+ergin) ve Meloidogyne spp. (J2) tiirlerinin

100 cm? topraktaki yogunluklari

.. .. Pratylenchus spp. | Meloidogyne spp.
Ornek Alinan Yerler Ornek Alinan Yerler Toprak Kok Toprak Kok

Terme 9 0 0 0

Carsamba 3 0 0 0

Samsun Bafra 3 0 0 0

Tekkekoy 8 3 0 0

Bulancak 5 0 0 0

Giresun Piraziz 3 10 0 0

Espiye 8 0 0 0

Corum Corum 11 1 0 0

Vakfikebir 11 39 0 0

Trabzon Merkez 10 49 0 0

Akgaabat 2 8 0 0

Merkez 3 0 0 0

Sinop Gerze 0 0 0 0

Ayancik 3 13 0 0

Merkez 0 0 421 22

Unye 27 1 203 6

Ordu Fatsa 15 1 0 0

Persembe 0 0 0 0

Giilyalh 0 0 0 0

. Merkez 37 32 108 0
Rize

Kalkandere 180 34 0 0

Tokat Merkez 398 17 0 0

Karabiik Karabiik 13 6 0 0

Amasya Tasova 1 3 0 0

Giimiishacikoy 1 11 0 0

Kastamonu Kastamonu - 1 0 0 0 0

Kastamonu- 2 46 63 0 0

Artvin Yemisli 0 0 0 0

Merkezl 4 7 0 0

Bolu Merkez2 1 0 0 0

Merkez3 7 22 0 0

Giimiishane Gilimiighane 3 5 0 0

Sahne Koyii 7 2 0 0

Bartin Dallica Koy 21 21 0 0

Terkehaliller 6 7 0 0

Merkezl 17 25 0 0

Zonguldak Merkez2 9 14 0 0

Merkez3 7 5 0 0

Bayburt Bayburt 4 8 0 0
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Yapilan kolerasyon analizine gore kok lezyon nematodalarinin topraktaki dagilimi
fosfor degeri ile istattistiksel olarak negatif yonde 6nemli ¢ikmustir. Topraktaki fosfor
miktar1 arttikca kok lezyon nemtodlarinin yogunluklari azalmaktadir (Sekil 4.34)
(Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12 Kok lezyon nematodu ve kok-ur nematodunun popiilasyon yogunlugu
ile pH, organik madde, fosfor ve potasyum arasindaki iliski

Organik

pH Madde Fosfor Potasyum
Eggty'e”‘:hus -0.039% 0,107 0. 252° -0.076%
'gf);'o'dogy”e 0.3335¢ 20,1115 -0.278%¢ -0.278%
6d: p>0.05, *: p 0.05, p < 0,01**, p <0,0001***
00004 o y=4829-26%x RZ Linear = 0,059

300,00

200,007

Pratylenchus ssp.

100,007

L O
o o
[}
00 o#8oc? WDON o

T T T T
00 10,00 20,00 30,00 40,00

Fosfor miktar

Sekil 4.34 Toprakra bulunan fosfor miktari ile Pratylenchus spp.
arasindaki ilskiyi gosteren regrasyon grafigi
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-Mevsimsel popiilasyon dalgalanmasinin belirlenmesi

Misir yetistirilen alanlardaki topraklarda bulunan endoparazit nematodlarin yil
icerisinde mevsimsel dalgalanmasii takip etmek igin biri Ordu ili merkezinden
digeri Unye ilgesinden olmak iizere 2 bahce secilmis ve buralardan her ay toprak
ornekleri almarak nematodlar ekstrakte edilmistir. Alman 100 cm?® toprak igerisinden
elde edilen nematodlarin cins bazinda sayimlari gergeklestirilmistir. Sayim
sonucunda kok ur nematodu Meloidogyne spp. infektif larvalari gerek Unye ilgesinde
gerekse Ordu merkezden alinan toprak oOrneklerinde 2016 yilinin Aralik ayinda
yuksek popiilasyonda bulunmustur. Bu aydan sonra popiilasyonda azalma meydana
geldigi goriilmiistiir. Yine her iki tarlada popiilasyonun Temmuz ayindan sonra tekrar
artisa gectigi gdozlemlenmis ve bu durum Ordu merkezdeki tarlada Ekim ayinda 462
J2 seviyesine kadar ulagsmustir (Sekil 4.35). Bu durum sonbahar doneminde
gelismesini tamamlayan kok ur nematodlarinin disilerinin  birakmis olduklar
yumurta kiimelerinin agilarak larva haline gectigini gostermektedir. Tarlada bitki
olmadigindan dolay1 enfekte edecek musir bitkisi bulamayan ikinci dénem larvalar
toprak yogun olarak gozlene bilmektedir. Kis donemini atlatan larvalar ilkbaharla
birlikte misir ekim isleminin baslamasi ile bitki dokularina giris yaptigindan

topraktaki popiilasyonunun azaldig: diistintilmektedir.

Pratylenchus cinsinin popiilasyon dalgalanmasi incelendiginde Ordu ilindeki tarlada
Aralik ve Ocak ayinda higbir bireye rastlanmamistir (Sekil 4.35). Subat ayindan
itibaren goriilmeye baslanmis y1l boyunca ¢ok yiiksek olmasa da her daim toprakta
bulunmustur. Unye’de takip edilen tarlada ise tiim y1l boyunca diisiik seviyelerde
toprak igerisinde rastlanmistir. En yiiksek popiilasyonun ise Agustos ayinda 63 birey

ile bulundugu goézlenmistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.35 Ordu ili merkez ilgesindeki misir tarlasinda Meloidogyne spp. ile
Pratylenchus spp. popiilasyon dalgalanmasi
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Sekil 4.36 Unye ilgesinde secilen musir tarlasinda Meloidogyne spp. ile
Pratylenchus spp. popiilasyon dalgalanmasi

Kok lezyon ve kok ur nematodlarinin populasyon dalgalanmasinin takip edildigi
donemlerde Ordu ilinin ve Unye ilgesinin 20 cm derinlikteki toprak sicaklik
ortalamasi elde edilmis ve bu sicaklilik degeri ile popiilasyon yogunluklari istatistikel
olarak iliskilendirlmistir. Inceleme sonucunda Ordu ilindeki Pratylenchus tiirlerinin
20 cm derinlikteki toprak sicakligi ile pozitif yonde iligkili ¢ikmistir. Toprak sicaklik
degerleri artinca diger Pratylenchus tiirlerinin popiilasyon yogunlugunun da arttg1
goriilmiistiir (Sekil 4.37) (Cizelge 4.13). Unye ilgesinde de takibi yapilan

Pratylenchus ve Meloidogyne tiirleri 20 cm derinlikteki toprak sicakligi ile pozitif
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yonde onemli ¢ikmistir ve toprak sicakligina bagli olarak popiilasyon degerlerinin

arttig1 goriilmiistiir (Sekil 4.38, 4.39) (Cizelge 4.13).

Cizelge 4. 13 Ordu ve Unye’de bulunan musir alanlarinin 20 cm derinlikteki ortalama
toprak sicakligi ile kok-ur ve kok lezyon nematodlari arasindaki

iliskisi
Ordu Unye
Toprak sicakligi | Pratylenchus spp. | Meloidogyne spp. | Pratylenchus spp. | Meloidogyne spp.
0.0535" -0.127 % 0.709™ 0.491"

od: p>0.05, *: p 0.05, p <0,01**, p <0,0001***

35,00 o
(o] o
o]
o
R? Linear = 0,748
30,00
1
= 25,00
in
=3
£
117
| =
)
S 20,00
o
15,00
10,00

500 1 nfnu 1 sfnn 20',00 25,'00 30{00
Toprak sicakhg (°C)

Sekil 4.37 Ordu ilinde musir yetistirciligi yapilan alanlarda 20

cm toprak derinligindeki aylik ortalama sicaklik ile

Pratylenchus  spp.  popiilasyon  yogunlugu

arasindaki iligkiyi gosteren regrasyon grafigi
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Meloidogyne spp.
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T
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Sekil 4.38 Unye ilgesinde musir yetistirciligi yapilan

alanlarda 20 cm toprak derinligindeki
aylik ortalama sicaklik ile Meloidogyne
spp. popiilasyon yogunlugu arasindaki
iliskiyi gdsteren regrasyon grafigi

70,00

£0,00]

50009 o

40,00

Pratylenchus spp.

30,00

20,00

10,00

F2 Linear = 0,611

Sekil 4.39

10{00 15an 20',00 25,‘00 aufou
Toprak sicakhgi (°C)

Unye ilgesinde musir yetistirciligi yapilan

alanlarda 20 cm toprak derinligindeki aylik

ortalama sicaklik ile Pratylenchus spp.

popiilasyon yogunlugu arasindaki iliskiyi

gosteren regrasyon grafigi
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Sekil 4. 40 Populasyon takibinin yapildigi Altinordu ilgesinde bulunan tarlanin
bulundugu 20 cm derinlikteki aylik ortalama sicaklik verileri.

UNYE TARLASI
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Toprak Sicakligi (20 cm derinlikteki)

Sekil 4.41 Populasyon takibinin yapildigi Unye ilgesinde bulunan tarlanin bulundugu
20 cm derinlikteki aylik ortalama sicaklik verileri.
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5. TARTISMA ve SONUC

Karadeniz Bolgesi’nde musir yetistiriciligi yapilan 17 ili kapsayan misir yetistirilen
alanlarda musir bitkisinin dokusu igerisine girip verim ve kaliteyi etkileyen
endoparazitik nematod tiirlerinin tespitine yonelik siirveyler yapilmis ve elde edilen
nematodlar morfolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak tiir teshisleri
gerceklestirilmistir. Diinya’da dnemli iiriin kayiplarina neden olan kdk ur nematodu
Meloidogyne spp. Ordu ve Rize’de bulunan misir alanlarinda saptanmis olup bu
cinse ait sadece iki tiir tespit edilmistir. Yaptigimiz oldugumuz ¢alismada Ordu’nun
Unye ilgesi ve Rize’de tespit edilen Meloidogyne arenaria, iilkemizde daha énceden
sekerpancarinda (Alkan, 1962), Antalya’da sera yetistiriciligi yapilan alanlarda
(Giirdemir ve Agdaci, 1975), Akdeniz’de kabakgil (Cucurbitaceae) yetistiricisligi
yapilan alanlarda (Agdaci, 1978), Dogu Akdeniz Boélgesi’nde muz alanlarinda
(Elekgioglu ve Uygun 1994), Bafra ve Carsamba ovalarindaki yazlik sebze iiretim
alanlarinda (Mennan, 1996), Bati Akdenizde ortii altt sebze iiretim alanlarinda
(Devran ve Sogiit, 2009), Adana ve Mersin’deki yabanci otlarda (Ercan ve
Elek¢ioglu, 2009), yine Bati Akdeniz Bolgesinde salatalik ve domateste (Devran ve
Sogiit, 2011) tespit edilmistir. Diinyada ise Florida’da yerfistiginda ve soya tizerinde
(Osman ve ark., 1985), Giiney Karolina’da tiitiin alanlarinda (Tedfor ve Furtnom,
1988), ispanya ve Uruguay’da patateste (Capsicum annum L.) (Robertson ve ark.,
2006), Kuzey Karolina’da tiitin ve biberde (Robertson ve ark., 2009) tespit

edilmistir.

Bu caligmada survey alanlarindan sadece Ordu (Altinordu)’da tespit edilmis olan
Meloidogyne luci iilkemizde daha 6nceden Samsun’da hiyar ve domates seralarinda
(Aydinh ve ark., 2013), yine Samsun’da ve Ordu’da domates ve hiyarda, Sinop’ta
hiyarda saptanmistir (Aydinli ve Mennan, 2016). Diinya’da ise Slovenya’da
domateste (Sirca ve ark., 2004), Yunanistan’da musir ve kivi alanlarinda (Conceigéo
ve ark., 2012), Brezilya, Iran ve Sili’deki sebze, meyve ve cicekler iizerinde
(Carnerro ve ark., 2104), Breziya ve Portekiz’de patateste (Medina ve ark.; Maleita

ve ark., 2014) tespit edilmistir.

Yapilan c¢alisgma sonucunda Karadeniz Bolgesi'nde Artvin ili hari¢ misir

yetistiriciligi yapilan tiim illerde kdk lezyon nematodu Pratylenchus spp. tiirleri
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tespit edilmistir. Elde edilen Pratylenchus cinsine ait nematodlar morfolojik ve
molekiiler yontemler kullanilarak incelenmis ve Pratylenchus agilis, P.
mediterraneus, P. neglectus, P. penetrans, P. vulnus, P. thornei, olmak tizere bu

Cinse ait 6 farkl tiir elde edilmistir.

Bu ¢alismada Bartin (Terkehaliller, Sahne), Bolu (1), Zonguldak (1), Fatsa (Ordu)’da
tespit edilen Pratylenchus agilis, iilkemiz nematod faunasi i¢in ilk Kkayit
niteligindedir. Diinyada ise Kolombiya’da fasulyede (Niblack, 1991), ABD’de
musirda (Carta ve ark., 2001), Cin’de bugday alanlarinda (Wang ve ark., 2012), daha
onceden tespit edilmistir. Yapmis oldugumuz g¢alismada P. agilis’in sadece disi
bireyleri bulunmus olup morfolojik ve morfometrik ol¢iimleri Carta ve
ark.,(2001)’nin yaptig1 6lgtimler ile karsilastirlmistir. Yaptigimiz 6lgiimler ile Carta

ve ark., (2001)’nin yapmis oldugu 6l¢iimlerin birbirine yakin oldugu goriilmiistiir.

Yaptigimiz ¢alismada sadece Trabzon’un merkez ilgesinde belirlenen Pratylenchus
mediterraneus, iilkemizde nohut iizerinde (Di Vito ve ark., 1994), Akdeniz
Bolgesi’'nde asma (Vitis vinifera L), susam (Sesamum indicum L) ve zeytinde
(Kepenekgi, 2002) saptanmustir. Ayrica Pratylenchus mediterraneus Tiirkiye’de
konukcu olarak misirda ilk kayit niteligindendir. Ulkemizde oldugu gibi diinyada da
olduk¢a dar bir konukcu dizisine sahip olan Pratylenchus mediterraneus, Israil'de
bugdayda (Orion ve Shlevin, 1989), baz1 Kuzey Afrika iilkelerinde nohut, fasulye ve
mercimekte (Troccoli ve Vitto, 2002) ve Kore'de krizantem {izerinde (Choi ve ark.,
2006) tespit edilmistir. Yapmis oldugumuz gailsmada Pratylenchus mediterraneus
un sadece disi bireyleri elde edilmis olup morfolojik ve morfometrik karakter
ozellikleri Corbett’in 1983’te yaptig1 Ol¢iimler ile karsilastirlmistir. Yaptigimiz

Ol¢iimler ile diger dl¢iimlerin birbirine yakin oldugu goriilmiistiir.

P. neglectus ise yapmis oldugumuz g¢alismada Amasya (Glmiishacikdy), Samsun
(Terme, Tekkekdy), Tokat, Giresun (Espiye) illerinde saptanmstir. Ulkemizde
Yiiksel (1974) tarafindan yapilan bir calismada Dogu Karadeniz ve Dogu Anadolu
Bolgelerinde misirda bulumustur. Yine aymi ¢alismada Dogu Karadeniz ve Dogu
Anadolu Bolgelerinde bugday (Triticum aestivum L.), misir (Zea mays L.), ¢ayir ve
fidanlik alanlarinda tespit edilmistir (Yiiksel, 1974). Diger yapilan ¢alismalarada I¢
Anadolu Boélgesinde yoncada (Medicago sativa L.) (Oztiirk ve Enneli, 1994),
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Isparta’da giilde (Rosa L.) (Akgiil, 1996), Samsun (Yakakent, Bafra) ve Sinop’ta
tiitinde (Nicotiana sp.) (Kepenekci ve Okten 1999), yine Samsun’da lahanada
(Brassica oleracea) (Mennan ve Handoo, 2006) tespit edilmistir. Diinyada ise
Italya’da tahillar iizerinde (Inserra ve ve ark., 1978; Palmisano, 1992; Troccoli,
1995), Kaliforniya’da fistik bahgelerinde (McKenry ve Kretsch, 1984), Fransa’da
bugdayda (Esmenjaud ve ark., 1990), Hirvatistan’da tiitiin iizerinde (Ostrec ve
Grubisic, 2003) ve soya fasulyesinde (Kelic, 1991), Bati Avustralya'daki tahillarda
(Riley ve Kelly, 2002) ve havuglarda (Hay ve Pethybridge, 2005). Giiney Afrika’da
soya fasulyesinde (Fourie ve ark., 2001), Iran’da iiziimlerde (Deimi ve Mitkowski,
2010) ve ABD’de ise yabanci otlarda ve ¢im alanlarinda (Hafez ve ark., 2010)
saptanmustir. Yapmis oldugumuz cailsmada Pratylenchus neglectus’un sadece disi
bireyleri elde edilmis olup morfolojik ve morfometrik karakter 6zellikleri Yan ve
ark., (2016)’nin yaptig1 ol¢timler ile karsilastirlmistir. Viicut boy uzunluklari harig
yapilan Slgiimlerin ayni oldugu goriilmiistiir. Boy uzunluklar1 arasindaki farkliligin,

farklh konukgular tizerinde beslenmelerinden kaynaklandig: diistintilmektedir.

Pratylenchus penetrans yapmis oldugumuz ¢alismada Trabzon (Vakfikebir) ve Rize
(Merkez) de belirlenmistir. Yiiksel tarafindan yapilan bir ¢aligmada 1974 yilinda
musirda bulunmustur. Yine aymi c¢alismada Trabzon’da gilekte (Fragaria sp.), ve
karalahanada (Brassica olaracea var. Acephala DC.) (Yiiksel, 1974) tespit edilmistir.
Diger yapilan calismalarda i¢ Anadolu Bélgesinde yoncada (Medicago sativa L.)
(Oztiirk ve Enneli, 1994), Isparta’da giilde (Rosa L.) (Akgiil 1996), Akdeniz
Bolgesi’nde ¢ilekte (Fragaria sp.) Ankara’da armut bahgelerinde (Pyrus communis
1.) (Evlice, 2005), Izmir’de sert ve yumusak cekirdekli meyve fidanlarinda (elma,
seftali, kayisi, kiraz, armut, erik, ayva, ceviz, Trabzon hurmasi, badem, nar, zeytin,
igde ve turunggil) (Yildiz ve Gozel, 2015) saptanmistir. Diinyada ise Bulgaristan’da
karanfilde (Katalan-Gateva ve Milkova, 1982), Ontario’da bugdayda (Olthof ve
ark.,1982), Belgika'da patateste (Pelsmaeker and Coomans, 1987), Fransa’da nanede
(Esmenjaud ve ark., 1989) ve Trabzon Hurmasinda (Diospyros kaki) (Esmenjaud ve
ark., 1990), baz1 Kuzey Afrika iilkelerinde nohut, fasulye ve mercimek tizerinde
(Troccoli ve Vitto 2002), ABD’de yabanci otlarda (Echinochloa crusgalli, Solanum
nigrum ve Senecio vulgaris L.) (Kutywayo ve Been 2006; Hafez ve ark., 2010),
Slovakya’da meyve bahgelerinde (Liskova ve ark., 2007) tespit edilmistir. Yapmus
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oldugumiz ¢alismada Pratylenchus penetrans tiiriiniin erkek ve disi bireyleri elde
edilmis olup morfolojik ve morfometrik 6zellikleri Willis’in 1976’da yapmis oldugu
Olgtimler ile karsilagtirilmustir. Yaptigimiz olgtimler ile diger Sl¢iimlerin birbirine

yakin oldugu gorilmiistiir.

Bu calismada Kastamonu, Karabiikk ve Corum illerinde saptanan Pratylenchus
thornei, iilkemizde yapilan diger ¢alismalarda Dogu Karadeniz ve Dogu Anadolu
Bolgeleri’nde bugday (Triticum aestivum L.) misir (Zea mays L.), cayir ve fidanlik
alanlarinda (Yiiksel, 1974), istanbul’da pirasada (Allium porrum L.) ve biberde
(Capsicum annum L.) (Saltukoglu, 1974), I¢ Anadolu Boélgesi’nde yoncada
(Medicago sativa L.) (Oztiirk ve Enneli, 1994), Samsun (Yakakent, Bafra) ve
Sinop’ta tiitiinde (Nicotiana sp.) (Kepenekci ve Okten 1999), yine Samsun’da
lahanada (Brassica oleracea) (Mennan ve Handoo, 2006), Ege Bolgesi’nde
bugdayda (Misirhioglu ve Pehlivan, 2007), Izmir’de sert ve yumusak gekirdekli
meyve fidanlarinda (elma, seftali, kayisi, kiraz, armut, erik, ayva, ceviz, Trabzon
hurmasi, badem, nar, zeytin, igde ve turunggil) (Yildiz ve Gozel, 2015) tespit
edilmistir. Diinya genelinde yapilan ¢alismalarda ise Bulgaristan’da tiitiin {izerinde
(Katalan-Gateva ve Baicheva, 1978), Fransa’da bugdayda (Esmenjaud ve ark.,
1990), Ontario’da tahillarda (Qing Yu, 1997), Giiney Otranto’da golf sahalarinda
(Qing Yu ve ark., 1998), Giineydogu Avustralya’daki mera alanlarinda (Hollaway ve
ark., 2000), Giiney Afrika’da soya fasulyesinde (Fourie ve ark., 2001), baz1 Kuzey
Afrika iilkelerinde nohut, fasulye ve mercimekte (Troccoli ve Vitto, 2002),
Slovakya’da meyve bahgelerinde (Liskova ve ark., 2007), Iran’da iiziimlerde (Deimi
ve Mitkowski, 2010), ABD’de yabanci otlarda ve ¢imlerde (Hafez ve ark., 2010)
olmak tzere farkli konukgularda saptanmistir. Yapmis oldugumuz cailsmada
Pratylenchus thornei’nin sadece disi bireyleri bulunmus olup morfolojik ve
morfometrik  6l¢timleri  Singh ve Khan’mm 1981°de yaptigi Olgtimler ile
karsilastirlmistir. Boy ve kuyruk uzunluklari hari¢ yapilan dl¢iimlerin ayni oldugu
goriilmiistiir. Bu farkliligin farkli konukgular iizerinde bulunduklart i¢in ortaya

ciktig1 diisiiniilmektedir.

Bu calismada Sinop, Giimiishane (Kelkit), Bayburt ve Rize (Kalkandere)’de tespit
edilen Pratylenchus vulnus, iilkemizde daha onceden sadece Akdeniz Bolgesi’nde

susam (Sesamum indicum L) (Kepenekgi, 2002) {izerinde tespit edilmistir.
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Pratylenchus vulnus da musir igin tilkemizde ilk kayit niteligindedir. Diinyada ise
Danimarka’da giil tizerinde (Jakobsen, 1974-1975), Avustralya'da asmalarda
(McLeod, 1978) ve cilekte (Colbran, 1974), Italya’da eksi portakal fidanlarinda
(Inserra ve Vovlas, 1976), Bulgaristan’da seftali alanlarinda (Katalan-Gateva, 1980),
Yunanistan’da kayisida (Kalyviotis-Gazelas,1981), Fransa’da incir agaglarinda
(Scotto La Massese ve ark., 1984), ABD’de ise yabanci otlarda ve ¢im alanlarinda
(Hafez ve ark., 2010) tespit edilmistir. Yapmis oldugumiz ¢alismada Pratylenchus
vulnus tiiriniin erkek ve disi bireyleri elde edilmis olup morfolojik ve morfometrik
Ozellikleri daha oOnceki ¢alismalarda elde edilen bireyler ile karsilastirilmistir.
Yaptigimiz ol¢iimler ile diger Olgiimler arasinda ¢ok onemli bir farkin olmadigi

goriilmiistiir (Willis, 1976).

Elde edilen Pratylenchus tiirleri alinan orneklerin yaklasik % 82,5’inde tespit
edilmistir. Illinois ve lowa’da da musir alanlarinda tespit edilen Pratylenchus tiirleri
bu orana yakin bir degerde bulunmustur (Tylka ve ark., 2011). Ayrica 100 cm?
toprakta bulunan Pratylenchus yogunlugu ortalama 22,5 bireydir. Benzer sekilde
[llinois ve Iowa’da bu orana yakin bir deger bulundugu belirtilmistir (Tylka ve ark.,
2011). Yaptigimiz caligmada lezyon (Pratylenchus) nematodunun en yiiksek
popiilasyon yogunlugu 100 cm?® toprakta 389 birey ile Tokat ilinde bulmus olup
bundan sonra ise en fazla yogunluga Rize’den alinan Orneklerde rastlanilmistir
(Cizelge 4.1). Nijerya’da yapilan bir ¢alismada ise 100 cm?® toprakta 435 birey olarak
bulunmus olup nispeten buldugumuz degerler birbirine yakinlik gostermektedir
(Egunjobi,1974). Orneklemelerin farkli dénemlerde yapildigi ve ekolojik sartlar
diistintiliirse aradaki az sayidaki farkliligin 6nemli olmayacag: diisliniilmektedir.
Giliney Afrikada yapilan ¢alismada musir koklerinde P. neglectus 11,64 / 10 gr kok,
P. penetrans ise 11,22 / 10 gr kok yogunluklarinda bulunmustur (Jordaan ve ark.,
1989). Bu ¢alismada ise en fazla 17 / 10 gr kok yogunlugukta Tokat’ta bulunmustur
(Cizelge 4.1). Ayn1 calismada Meloidogyne tiirleri 301 juvenil / 5 gr kok yogunlukta
bulunmustur. Yaptigimiz ¢alismada ise toprak orneklerinde en fazla 421 juvenil /100
cm?® olarak bulunmustur. Kok 6rneklerinde ise bu yogunlukta olmadigi goriilmektedir
(Cizelge 4.1). Bunun nedeni 6rneklemenin erken dénemde yapilmis olmasi ve bu

donemde juvenillerin koke girememis ve gelisememis olmasidir.
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Gerek kok ur nematodu tiirleri (Meloidogyne spp)’nin, gerekse kok lezyon nematodu
tirleri (Pratylenchus spp.)’nin gelismesinde ve yayilmasinda abotik faktorler 6nemli
bir rol oynamaktadir. Bu nedenle yapmis oldugumuz calismada, 6rnekleme yapilan
tarlalardan alinan toprak ornekleri tahlil edilerek, toprak tekstiirii, organik madde
icerikleri, pH degerleri ile fosfor ve potasyum igerikleri belirlenmistir. Toprak
tekstliri nematodlarin ventral ve dikey yayilimlarin1 etkiledigi bilinmektedir
(Wallace, 1963). Ozellikle Pratylenchus tiirlerinin yayiliminda toprak tekstiiriiniin
yapist en Onemli faktorlerden biridir. Bazi Pratylenchus tiirlerinin oldukga hafif
kumlu topraklarda daha iyi yayilim gosterdigi bilinmektedir (Wallace, 1983). Kok ur
nematodlar1 tiirleri i¢in ise kumsal topraklarin killi topraklara gore daha uygun
oldugunu belirtilmistir (Taylor ve Sasser, 1980). Misir alanlarindan almis oldugumuz
toprak orneklerinin analiz sonuglarma gére Tekkekdy, Unye ve Zonguldak’in bir
boliimii hari¢ 6rnekleme yapilan topraklarin yaklasik olarak % 59’nun killi-tinli, %
33’niin ise tinli yapiya sahip oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.11). Tek sebebi bu
olmamakla beraber killi topraktan elde ettigimiz nematod yogunlugu kumlu
topraktan elde ettigimiz nematod yogunlugundan daha az oldugu Cizelge 4.1° de
goriilmektedir. Meloidogyne orneklerinin alindigi Rize topraklarmmin Tinli, Ordu
topralarinin ise Killi-Tinl1 yapiya sahip oldugu goriilmektedir. Alinan toprak
orneklerinin tekstiir yapis1 bakimndan nematodlar i¢in uygun durumda oldugu analiz
sonucunda anlagilmistir.

Alman toprak orneklerinin organik madde icerik yoniinden % 12.8° inin az, %
43.6’sinin orta, % 20.5’inin iyi, % 23’lniin ise yiiksek degerde oldugu
goriilmektedir. Yiiksek orandaki organik madde igeriginin hafif topraklarda su tutma
kapasitesini artirmakta iken, agir topraklarda ise toprak yapisini diizeltmekte oldugu
bilinmektedir. Fakat organik madde toprakta yasayan nematodlarla rekabet halinde
olan canlilar i¢in gerekli olan besin maddelerini sagladigindan topraktaki mikrobiyal
faaliyeti artirarak bitkileri nematodlara karsi korudugu da bilinmektedir ( Peet,
2008). Topraktaki organik madde icerigi ile Pratylenchus spp. tiirlerinin sayisi
arasinda ters bir korelasyon oldugu bir ¢ok arastirmaci tarafindan dogrulanmistir
(Muller and Gooch 1982, Szczygiet and Zepp 1983). Benzer sekilde organik
maddenin toprakta kok ur nematodu populasyonunu ve gal indeksini de azalttig
arastiricilar tarafindan belirtilmistir (Basile ve ark. 2002; Chandel ve ark. 20002).
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Analiz sonucu alinan toprak Orneklerinin asitlik durumu incelendiginde orta asit
degerine sahip Rize topraklar1 hari¢ orneklerin yaklasik % 8’1 hafif asit, % 62’ si
notr, % 29’u ise hafif alkalidir. Kok ur nematodlari igin optimum pH degerleri 4 ile 8
arasinda degisebilmektedir (Wallace, 1971). Pratylenchus spp.'in topraktaki varligi
toprak pH’na bagh olarak degisebilmektedir. Pratylenchus penetrans esas olarak
kumlu ve ¢ok asidik topraklarda bulunabilirken, P. neglectus ve P. crenatus tiirleri
her tiirlii toprakta bulunmustur (Chatafiska, et al., 2016). Yaptigimiz g¢alismada
Pratylenchus penetrans 'm teshis edildigi Rize’nin toprak pH’nin orta asitli, toprak
tekstiirtiniin ise Tinl1 durumda oldugu goriilmektedir.

Alinan ornekler fosfor bakimindan incelendiginde yaklasik %18’1 ¢cok az, %341 az,
% 15’1 orta, %8’1 yiiksek ve % 26’s1 ¢ok yiiksek degerde ¢ikmistir. Fosfor miktarinin
kolerasyon analizi sonucunda Pratylenchus tiirleri ile ters oranda istatistiksel olarak
onemli ¢iktig1 gorilmiistiir. Topraktaki fosfor degeri attikca kok lezyon nematodu

yogunlugunun azaldig1 goriilmektedir.

Potasyum bakimindan alinan ornekler incelendiginde ise Orneklerin yaklasik %
62’sinde c¢ok fazla oranda potasyum oldugu goriilmektedir. Misir alanlarinda
potasyum uygulamasi sonucunda Pratylenchus thornei’nin popiilasyonunun arttigi
gorlilmiistiir (Krusberg ve ark., 1997). Yapmis oldugumuz calismada ise
Pratylenchus yogunlugu ile potasyum arasinda ters bir iliski oldugu goriilmektedir.
Pratylenchus yogunlugunun yiiksek oldugu Rize (Kalkandere) ve Tokat ilerinde bu
degerin ‘cok fazla’ oldugu goriilmektedir. Ayrica diger Pratylenchus tiirlerinin
bulundugu yerlerde potasyum degerinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Alinan toprak
orneklerinden elde edilen sonuglar nematodlar1 baski altina alabilecek degerler
olmadigin1 aksine uygun kosullar saglandignda topragin yapisinin nematodalrin

gelismleri i¢in oldukca uygun oldugunu bize gostermektedir.

Nematodlarin iireme ve gelismesine dnemli bir etken de sicakliktir. Ozellikle toprak
sicaklig1 nematodlarin liremesini etkileyen en 6nemli abiyotik faktordiir (Asiedu ve
ark, 2017). Toprak sicakliginin 10 °C’den az olmast durumunda nematod yumurta
acilimi azalmakta oldugu (Goodell ve Ferris, 1989), 5 °C’den az olmasi1 durumunda
ise larvalarin % 75’inin 6ldiigii bilinmektedir (Tsai, 2008). Populasyon takibinin
yapildig1 dénemde Altmordu ve Unye ilgelerinde 20 cm derinlikteki toprak sicaklig

ile Pratylenchus ve Meloidogyne tiirlerinin popiilasyon dalgalanmalari arasindaki
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iligki istatistiksel olarak incelenmistir. Yapilan analiz sonucunda Altinordu ilgesinde
bulunan Pratylenchus tiirleri ile Unye ilgesinde bulunan Pratylenchus ve
Meloidogyne tiirleri arasinda pozitif yonde bir iliski bulunmustur. Elde edilen
grafikler sicaklik artigi ile toprakta bulunan kok-ur ve kok lezyon nematodlarinin

popiilasyonlarinin arttigini géstermektedir.

Sonug olarak Tiirkiye’deki musir iiretiminde 6nemli bir yere sahip olan Karadeniz
Bolgesinde musir yetistiriciligi yapilan alanlarda 6nemli bitki paraziti nematodlar
tespit edilmistir. Tespit dilen nematodlarin diinyada misir basta olmak iizere bir¢ok
kiiltiir bitkisinde zarara neden oldugu bilinmektedir. Ulkemizde de musir alanlarinda
ayn1 derecede zarar yaptigi disliniilmektedir. Yaptigimiz calismada nematodlar
tarafindan meydana gelebilecek verim kayiplarimin daha iyi anlasilabilmesi ve
nematodlarla miicadelede uygun yontemleri segmek ya da alinacak Onlemler ve
miicadeleye karar vermede tespit edilen nematodlarin bize fikir verecegi
diistiniilmektedir. Ayrica iilkemizde ender tespit edilen tiirlerin bulunmasi da
Karadeniz Bolgesi’nin biyogesitlilik bakimindan olduk¢a zengin oldugunu
gostermektedir. Bu da Karadeniz Bolgesinde nematodlar ile ilgili olan

calismalarimizi arttirmamiz gerektiginin bir gostergesidir.
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