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OZET

ORDU iLi KiVi BAHCELER INDE GORULEN KOK-UR NEMATODU
(Meloidogyne spp.) TURLERININ VE POPULASYON
DALGALANMASININ BEL IRLENMESI

Anil Firat FELEK

Ordu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlist
Bitki Koruma Anabilim Dali, 2013
Yuksek Lisans Tezi, 42 s.

Dansman: Yrd. Dog. Dr. Faruk AKYAZI

Bu calsma ile Ordu ili kivi bahcelerinde goérulen kok-ur matodlarinin molekiler ve
morfolojik metotlarla tghisi gerceklstirilmistir. Teshise ek olarak, iki ayri kivi bahcesinde
populasyon dalgalanmalari izlerytivi. Teshis icin 6rneklenen kivi bahcgelerinden gilodan
elde edilen dilerden DNA izolasyonu yapilngiir. izolasyon sonrasinda, sadece ilgili tiiri
tanima Ozellkiindeki SCAR primerleri ile molekuler dizeyde tushisi gerceklgtirilmi stir.
Morfolojik teshis icin, bahce populasyonlarindangdalan elde edilen glierin perineal
preparatlari kullanilmgtir. Teshis ¢alsmalari sonucunda; Ordu iline ait 6rneklerin tamasain
teshis edilen tirMeloidogyne incognitd&ofoid and White 1919'dur. Bu c¢aina kivi bitkisi
icin tlkemizdeki ilk kapsamlh caima nitelgindedir. Calgmanin verileri giginda; dg@rudan
bahce populasyonlarindan elde edilsteloidogynetirleri, bu tez kapsamindaki benzer
protokoller kullanilarak, yeni kivi plantasyonlatesis edilmeden o6nce stes edilebilir ve
ciftcilere gerekli micadele tavsiyeleri verilehilir

Anahtar Kelimeler: Kivi, Meloidogyne incognitaOrdu, SCAR primerleri, populasyon



ABSTRACT

DETERMINATION OF ROOT-KNOT NEMATODE SPECIES ( Meloidogyne spp.)
AND THEIR POPULATION FLUCTUATION RELATING TO KIWIFR ~ UIT
ORCHARDS IN ORDU PROVINCE

Anil Firat FELEK

University of Ordu
Institute for Graduate Studies in Science and Teldyy
Department of Plant Protection, 2013
MSc. Thesis, 42 p.

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Faruk AKYAZI

This investigation was conducted to identify roabk nematodes in Kiwifruit Orchards in
Ordu Province of Turkey by means of molecular aratphological methods. In addition to
the identification, the population fluctuations wealso observed at two different kiwifruit
orhards. For identification process, firstly, tremiales directly obtained from the roots at
orchard populations were used for DNA isolationeith the molecular identification was
carried out with an identification key using the esjgs-specific SCAR (sequence
characterized amplified region) markers. For therphological identification, perineal
patterns of the females that obtained directly fribvd orchard populations were used. All
samples belonging to the districts of Ordu provinege identified adleloidogyne incognita
Kofoid and White1919. This is the first detailedr@stigation in the country for kiwifruit.
With the light of this investigatioriyleloidogynespecies in the orchards may be identified by
utilizing the similar protocols used in this thebefore establishing new kiwifruit plantation
and it would be possible to give management recomliaiéons to farmers after identification
of the root-knot species.

Key Words: Kiwifruit, Meloidogyne incognitaOrdu, SCAR markers, population
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1.GIRIS

Kivi, Actinidiaceae familyasi icerisinde yer almakte kiltirt yapilan kivActinidia
deliciosaolarak bilinmektedir (Gulerylz ve Aslantd993). Anavatani Cin olan kivi,
1970’li yillardan sonra bircok Avrupa ulkesinde igetiimeye baglanmstir(Anker-
Kofoed 2008). Cin,italya, Yeni Zelandagili, Yunanistan, Fransa, ABDijran,
Tarkiye, Japonya, Portekiz yillara goregden miktarlarda kivi Greten blca
Ulkelerdir (ZhengWang ve ark. 2009, Anonim 2013)rkiye’de toplam 29 231 ton
kivi Uretimi gerceklemektedir (Anonim 2013b) ve Ordu ilinin dretime kistkise 2
436 dekar alandan 5 951 ton meyve Uretiekiindedir (Anonim 2013c).

Dunya kivi Uretim alanlarinda kalasilan zararlilar esas olarak kabuklu bitler,
yaprak galeri guveleri, tripsler, kirmizi érimceklie nematodlardir (Tomkins 1996;
Steven ve ark. 1997; El-Borai ve Duncan 2005; t#llark. 2008; McKenna ve ark.
2009). Tropik ve sub-tropik iklim bdlgelerinde, dl#de kumlu topraklarda
yetistirilen kalttr bitkilerinde, ekonomik olarak biyUkararlara neden olan bitki
paraziti nematod gruplarindan birisi ve en onendisi kok-ur Meloidogynespp.)
ematodlaridir. Kok-ur nematodlari dinya’'da gebir alana yayilmy, ¢ok polifag
turler olmalari nedeniyle (zerinde s¢g@ arastiricilar tarafindan c¢ok sayida
argtirmalar yapilmgtir. GUnumuze kadarMeloidogyne cinsine bgli 100’Un
Uzerinde tur tespit edilmiolup (Karssen ve Moens 2006), en coksKagilan ve
ekonomik olarak 6nemli dort tarl iddeloidogyne incognitaKofoid and White,
1919, M. javanica Treub, 1885,M. arenaria Neal, 1889,M. hapla Chitwood
1949'dur (Netscher ve Sikora 1990) ve bu turlerimgdk fizyolojik irklar

bulunmutur.

Genelde bdlge ve 6zelde ise Ordu ili icin yildarayalternatif Griin yaratma
¢abalarinin bir sonucu olarak, kivi tretimi deségikhekte ve ilgi gormektedir. Kivi,
cok yillik bir kiltar bitkisidir.Ilk bahce tesisinden sonra herhangi bir zaragnoés!

ya da dUretim materyalinin bulk olmasi durumunda, kisa sireler icerisinde
sebzelerde oldiu gibi, fide temin edilip tekrar Uretime geggizor, pratik olmayan ve
maliyetli bir yaklgim olmaktadir. Ordu ili arazi drneklemeleri gerggktilirken
elde edilen bilgiler gostermektedir ki; kivi bahtgeahibi Ureticiler, kivi bitkisi igin



kok-ur nematodu vagiindan ve zarar potansiyelinden haberdasilde. Dolayisiyla
bu tez; Turkiye ve bdlge icin kivi bahcelerinde gekdestirilen ilk detayli calsma
niteligindedir. Diger yandan bu c¢agima ile:

Ordu ili icin kivi bahcelerinde zararli olan kék-nematodu turlerinin molekuler ve

morfolojik yontemler ile tghisini gergeklgtirmek,

Ordu merkez ilce kallarinda, kok-ur nematodlarinin topraktaki poputas

dalgalanmalarini tespit etmek,

Ordu ilinin gelecekteki kivi yettiricili gine katki sglanmasi acisindan; kivide kok-ur
nematodlarindan kaynaklanabilecek problemlerirgedendiriimesi, ¢6zimiu ve
nihayetinde verilecek muicadele tavsiyeleri icin iggadak olanlara, kaynak

olusturmak bu tezin amaclaridir.



2. ONCEKI CALI SMALAR

Mansilla ve ark. (1988)jspanya’da kivi Uretim alanlariniM. haplaile bulasik
oldugunu ve bu kok-ur nematodundan kaynakli urlarin kdduiri yapida belirtiler

seklinde goruldgunu ifade etmektedirler.

DiVito ve ark. (1988), M. incognitairk 1'in Howard kivi ¢agidinin kok gelsimini
ciddi oranda baski altina afgini ve uygun sicaklik kaollarinda (20-28°C)
nematodun gealimini hizla tamamlayip, birka¢ ay icerisinde zamagydana getirecek

populasyon seviyesine gtgzini ifade etmglerdir.

Verdejo ve ark. (1990), koklengikivi celiklerinde yaruttikleri cagmalarinda
vesicular-arbuscular  mycorrhiza Glomus  etunicaturon  kivi  koklerinde
kolonizasyonununM. hapla ve M. javanica tGzerindeki etkilerini incelenglerdir.
Calisma sonucunda, her iki nematod turtiiniin de Uremdasrada mikorizal fungusa
ragmen herhangi bir dgsiklik olmadigini bildirmislerdir. M. javanica, bitkinin
vejetatif gelsim ve kok gelgimini azaltmstir ancak;Glomus etunicaturan kdklerde

varhigl durumunda, bitkilerin bu nematoda &aoleransi artnstir.

Haygood ve ark. (1990), Guney Carolina kggridinde; kivi yetstirilen alanlarda
yaptiklari ¢calgma sonucunda, kok-ur nematodlarinddnincognita,tirininyaygin

olarak bulundgunu bildirmglerdir.

Pinochet ve ark. (1990)ispanya’da kivi bitkisindeM. haplanin populasyon
dalgalanmasini agarmislar; ocak ve mart aylarinda populasyonlari en ykikse
seviyede tespit etglerdir. M. haplddan kaynakli zararin minimal dizeyde
oldugunu, nematodun yiksek populasyongyoluklarinda bile bitkinin vejetatif
gelisiminde, verim ya da meyve irdinde fark edilebilir dgisiklik meydana
gelmedgini belirtmislerdir. Bu durumun; dengeli gibreleme, VA mikoriZahgus
ile bitki koklerinin yggun derecede kolonize durumda olmasi ve rizgaral kar
bitkilerin korunmasinin sonucu olarak, bitkide gdacikan tolerans sebebiyle

olabilecgini ifade etmglerdir.

Watson ve ark. (1991), kivi bitkisinde yaptiklatirgeyde; kivinin kok boélgesinde
diger tespit edilen nematodlara kiyasla en baskin terérininM. hapla(% 96)



oldugunu ortaya koymglardir. En fazla kok-ur nematodu bireyine, kivikiginin 20-
80 cm kok deringinde rastlamglardir.

Mertens ve Stirling (1993)Paecilomyces lilacinuge Verticillium chlamydosporium
turd funguslarin dgal olarak ortamda mevcut populasyonlar ile kivi baida
yurattikleri calgmalarinda; bu funguslarin, kok-ur nematodlarininrapileri
oldugunu veMeloidogyneyumurtalarinin bu fungus populasyonlari tarafindapik
oranlarda parazitlengini belirtmislerdir. Calsmanin kivi ile ilgili kisminda, koék-ur
nematodlari yumurtalarinin erken dénemde bu fumgusarafindan % 23-41
oraninda parazitlengini ve bu oranin yaz donemi boyunca % 87’lere kaglangini
belirmislerdir. Bu durumun, fungal parazitlerin ortamdakogynluguna ve yaz
donemine ait toprak sicakliklarinin, fungal patdazit baskilayici 6zellikleri

Uzerinde, yardimci bir unsur olgiu disintlmektedirler.

Roccuzzo ve ark. (1993)italya’da yuruttikleri capmalarinda kivi (Hayward
¢cesidiyde aylik olarak i ve juvenillerin populasyon dalgalanmalarini
gozlemlemglerdir. Koklerdeki dsi kok-ur nematodlarinin sayisi, haziran ayindan
eylil ayina kadar; topraktaki juvenillerin sayiseihaziran ayindan kasima ayina
kadar kademeli olarak agtgostermgtir. Bu donemlerdeki sicakliklar ise haziran-
eylil periyodunda 15-28; eylill-kasim periyodunda ise 15-C8 sicaklik
araliklarinda seyretrstir. Kasim ayindan itibaren gdive juvenillerin her ikisinin
sayllarinda da azalma go6zlemlgleidir. Yine ayni caimada, nematod bireylerini
avlama yetengndeki funguslar: Arthrobotrys dactyloides, A. oligospora,
Monacrosporium salinum, Mbembicodesve nematod yumurta parazitleri olan
Verticillium chlamydosporiumve Verticillium balanoidesturleri toprak ve M.

haplanin yumurtalarindan izole edilstir.

Abelleira ve Mansilla (1993), kividéM. hapldnin populasyon dalgalanmasinin,
sicaklhk ve ygis miktanyla iligkisini incelemglerdir. Aylara gore sicaklik ve yg
degerlerini dikkate almglardir. Ug yil boyunca vyiritilen cstnada; aylara gore
sicakliklar, cakma siresi boyunca kaydagde oranda daésiklik gostermemgtir.
Ancak calgmanin ilk ve G¢unci yilinda aylara gores€li yais miktarlari, ikinci yila
kiyasla daha fazla olmtur. ikinci yil icerisinde y&is miktarlarinin d@gmeye
basladigl kis aylarindan itibaren, topraktal¥. hapla juvenillerinin sayisi hizla



dismis ve yil sonuna kadar g& miktari ayni olmasina gmen, temmuz ayindan

itibaren arty gostermeye lsdamistir.

Philis (1995), Kibris'ta kividgActinidia deliciosa zararl kok-ur nematodu olarak
M. haplatirina belirtmgtir. Bu tirtin, cakma boyunca gjer bitkilerde tghis edilen
M. javanica, M. arenariave M. incognitadan farkl olarak 1000 m’lik dgik
bdlgede rastlangdini ifade etmglerdir. Meloidogyne turlerinden kaynaklanan
zararin, daha cok 10C'den yiksek toprak sicakliklarinin ofglu dénemlerde

goruldigiind belirtmgtir.

Agl ve ark. (1999), Turkiye’de Marmara bdlgesindeyuruttikleri calsmada kivi
bahcelerindeM. incognitave M. haplatirlerine rastlangs belirtmislerdir.

Knight (2001), Yeni Zelanda'da yurittikleri gahada, kivi bitkisi icin 117

ornekleme alaninin 96’sindd. haplattrinin varlgini tespit etmilerdir.

Kepenekci ve Oztiirk (2000), Karadeniz Bolgesimtatylenchoides bacilisemenus

ve P. camachofurlerinin kivi alanlarinda bulundiunu belirtmglerdir.

Kepenekci (2001),Meloidogyne cinsinden farkli olarak; Ordu ilinde Kkivilerde

Pratylenchoides bacilisementigtiniin bulundgunu belirtmstir.

Nicotra ve ark. (2003), Kok-ur nematodlarinaskaayaniklilik yontindeictinidia
arguta, A. chinensisve A. deliciosakivi turlerinin farkli genotipleri ile yuruttukler
calismada A. deliciosakivi ¢esidinin farkl genotiplerinin}M. arenaria, M. hapla, M.

incognita, M. javanicaturlerine kagl dayanikli olan genotipleri ortaya koyghardir.

Carneiro ve ark. (2004), yaygin olarak bulunan dortin haricinde, Brezilya'da

kivi yetistirilen alanlardaVl. ethiopicatirtnu tespit etrgierdir.

Ma ve ark. (2007), kivi bitkisinde yuruttikleri ¢ghalarindaM. hapla ve M.
javanicaturlerini tespit etmlerdir. Arastirmanin yuruttldgi alanlarda en baskin tar
olarak M. hapla belirlenmitir. M. hapla tarinin ikinci dénem juvenillerinin
topraktaki populasyonlari eylil ayindan itibaretsargecip, en yiuksek gonluguna
kis aylarinda ulgmistir. Toprakta kok-ur nematodlarinin larvagymlugu 3000 J2/
300 gr. toprak dgerinden yuksek oldiunda ya da bufakligin >70 ur / 1 gr. kok
agirh gl olmasi durumunda, Kivi bitkisinin koklerindekihribatin belirgin oldgunu
tespit etmglerdir. Topraktaki larva ygunlugu artsina bl olarak (>10000 J2/ 300



gr. toprak ya da en az 100 ur/ 1 gr. kakriag:), kivi bitkisinde siddetli bicimde
gelisimin geriledgi belirtimektedir. Nematodlarin toprak profili igeinde dikey
dagihmi, ylzeyden itibaren ilk 30 cm’lik toprak kaaminda (nematodlarin %91'i)

en ygun olarak olarak gerceldmistir.

Ploetz (2011)M. arenaria, M. hapla, M. incognita, M. javanicérleri icin kivi'nin
konukcu bitki oldgunu ve dger patojenlerle sinerjik gki icinde oldwgunu

belirtmislerdir.



3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calsmanin materyalini, Ordu ili kivi bahcelerinden a@mbitki kok ve toprak

orneklerinden elde edilen kok-ur nematodsileri ve juvenilleri olyturmaktadir.
3.1.1.Meloidogyne Cinsinin Sistematikteki Yeri

Meloidogynecinsinin sistematikdeki yeri Siddigi (2000), Bran@907) ve Anonim
(2013a)'ya gore:

Alem : Animalia Linnaeus, 1758

Sube : Nematoda Rudolphi, 1808 (Lankester, 1877)
Sinif : Secernantea Von Linstow, 1905

Takim : Tylenchida Thorne 1949

Familya : Heteroderidae

Cins : MeloidogyneGoeldi, 1892

Gunumuze kadar 100’Un Uzerinde kok-ur nematodu témimlanmgtir (Karssen ve
Moens 2006). En c¢ok kalasilan ve ekonomik olarak onemli dort tara ise
Meloidogyne incognitaKofoid and White, 1919M. javanica Treub, 1885,M.
arenariaNeal, 1889M. haplaChitwood 1949°dir (Netscher ve Sikora 1990).

3.1.2. Kok-ur Nematodlari (Meloidogyne spp. ) veYasam Dongdileri

Kok-ur nematodlari; gegikonukcu dizileri ve dunya tzerinde hemen her kidge
yayllim gostermeleri sebebiyle, muicadele acgisindam bir canli grubunu
olusturmaktadir. En uygun micadele yonteminin seciteedi icin, tirlerin dgru
teshisinin yani sira, bu canlilarin gam doéngulerinin incelenmesi gerekmektedir
(Sekil 3.1). Toprak icerisindeki koke ggriyapmamy ikinci donem juveniller (J2),
savunmasiz durumdadir ve en kisa sure icinde murokamen uygun konukguya

giris yapmak durumundadirlar. Dayanikli olan bitkilengdsla, juvenillerin duyarli



olan konukcu bitkilere daha ¢ok cezp edildikletirbmektedir. Kbke gig yaptiktan
hemen sonra juveniller (J2) beslenmeygldréar, genellikle kok ucuna yakin yerde
bulunurlar vekendilerini sabitleyip gejmelerine devam etmek Uzere kokte ilgili
bdlgeye ilerlerler. Protoksilem ve protofloem hilersnde beslenen juveniller (J2)
sebebiyle, bu hucreler ‘dev hicreler’ olarak anilan urlara donigurler. Bu
hiicrelerin olgtugu yerde nematod artik kendisini hareketsiz konuetarrgekte ve
bizismis kese benzerisekil almak suretiyle irilgmeye balamaktadir. Uygun
kosullar altindaki J2, yakkak 14 gin sonra gomlek gigtirmek suretiyle Gg¢lnci
doneme (J3) gecer, sonrasinda doérdinci donemvéJdy donem sonrasinda ergin
doneme gecilir. J3 den J4 donemine gecginceye kadar&; J2 donemi icinde gecen
sureye ve J4 doneminden ergin déneme gecinceyea kéala sireye kiyasla daha
kisadir ve J3-J4 donemi arasindaki sire tipik &lada6 gundir. J3 ve J4
donemlerinde,slevsel stylet yapisi kaybolmwe nematod beslenmemektedir. Erkek
bireyler, ortamda bulunduklari takdirde, iplik foumda (vermiform) bulunurlar ve
beslendiklerine dair herhangi bir kanit bulunmaradikt Erkek kok-ur nematodu
bireyleri, sartlarin uygun olmag@ durumlarda dilere doéniglp, sonrasinda
partenogenetik Ozellikler gostermek suretiyle odambulunabilirler. Ozellikle
ortamda populasyonun ¢ok yuksek ve biyuk olasilddabesinin yeterli olmagh
durumlarda, bu 06zellik gorilmektedir (Moens ve ark009) Dger taraftan;
yumurtalarinin da kurak kallarda hayatta kalabilmesi, kdk-ur nematodlarini

bitkilerin cok tehlikeli parazitleri konumunastanaktadir (Teserova ve ark. 2003).
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Sekil 3.1. Koék-ur nematodlarininMeloidogyné biyolojisine aitdiagram, J2: ikinci ddnem juvenil; J3:
dclncl dénem juvenil; J4: dérdinci donem juvenib@s ve ark. 2009: Karssen ve
Moens 2006’dan)

3.1.3. Zarar Sekilleri ve Bitkilerde Meydana Getirdikleri Belirti ler

Meloidogyne (Goldi, 1892) cinsine R olan bitki paraziti nematodlar, kok-ur
nematodlari olarak adlandiriimaktadir. Konukculariiist diizeyde adapte olgnu
polifag ve obligat bitki parazitleri olarak; dinyggenelinde bitkilerin hemen batin
turleriyle beslenmek ve yayillmak suretiyle, ekonlonulzeyde zarar oturan
onemli bir nematod grubunu olarak 6n plana cikaf(Mobens ve ark. 2009)Bu
potansiyelleri sebebiyle, bir kultir bitkisi Uzedm kok-ur nematodlarinin yani sira
diger bircok nematod tirtntn zararli ofgdudurumda bile, kdk-ur nematodlargdr

turlerden potansiyel olarak daha 6n planda olmak{adi ve Pervez 2007).

K6k-ur nematodlarinin sebep olglu zarar epidemik karakterli gedir. Verimde
gorulen azalma; yildan yila, yavgava ortaya cikar ve bazi bitkiler herhangi bir
belirti gdstermeyebilir. Bitkilerin toprak Ustl akslarinda; toprakta besin
elementlerinin yeterli bulunmasi durumunda bilesibeelementi eksikfi ya da
kurakliktan kaynakli durumlardaki belirtiler goztdilir. Yine toprak tstl aksamda

yapraklarda sararma, solgunluk, yapraklarin kic&lmee erken dokilmesi



problemleri gorulebilir. Yapraklarda gorulen klorezbitkinin kalitesini dgurur ve
bunun sonucundsgiddetli trtin kaybi yganabilir. Bu sayilan belirtiler, nematodlarin
toprakta bglangictaki populasyon yamnluguna balidir. Toprak alti aksamda
gorulen tipik belirtiler ise farkh buyukluklerdekjallerdirileri derecede enfeksiyon
durumunda bu galler bigerek iri sekonder galler meydana getirebilirler.l|&a
boyutu konukgu bitki ve kok-ur nematodunun turigiee dgismektedir (Kumar ve
Jain 2007). Nematod enfeksiyonu ayni zamanda, ldiitki sekonder patojenler ve
abiyotik stres faktorleri acisindan daha duyarle lgelmeleri ile sonuclanir (Ganguly
ve ark. 2007).

3.2. YOntem

3.2.1. Arazi Calsmasi

Arazi calsmasi; Merkez ilce bda olmak Uzere kivi yettiricili ginin yogun olarak
yapildg 6 ilcede Sekil 3.2) ve toplam 17 bahcede gercettémistir. Merkez 5,
Pesembe 1, Gulyal 3ikizce 3, Ulubey 3, Unye 2 adet bahce olmak (izeneker

alinmstir.

Sekil.3.2. Ordu ili 6rneklemenin yapilgi ilgeler (ttp://haritasi.gen.tr/ordu-haritasi.html)
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Cizelge 3.1.0rneklemenin yapilgh Ordu ili ilgeleri ve kivi dikili alan buyuklukler

Tigeler Kivi Dikili Alan (dekar) Orneklenen bahge sayis
Merkez 650 5
Pesembe 338 1
Gulyah 300 3
Ikizce 160 3
Ulubey 117 3
Unye 75 2
TOPLAM 1640 17

3.2.1.1. Tur Tehisleri icin Bitki Kok Orneklerinin Alinmasi

Tarlerin teshisini gerceklgtirmek Uzere bitki kok o6rnekleri; Ordu ilinde Kivi
yetistiricili ginin yogun olarak yapildii 6 ilcede §ekil 3.2.) ve bahceleri tesadiifen
secmek suretiyle alingtir. Bahgenin buyikigline gore 5-10 arasinda kivgaci
rastgele secilerek, her bigacin 4 yonunden, tag izglimu dikkate alinarak bel-
kirek ve capa kullanillarak kok ve toprak orneklahinmstir. Kok ve toprak
ornekleri arazide kagtirilmis ve toprak orng icerisine &aclarin pacal yapilmi
bulagik urlu kokleri ilave edilmitir. Ornekler polietilen torbalara konulduktan sanr
etiketlenerek, buz iceren kutularda laboratuvararigeis ve sonrasinda +4°C ‘de

muhafaza edilmnglerdir.

Cizelge 3.20rdu ilinde 2012 yilinda kék-ur nematodu populagganin érneklengi kivi bahceleri

iLCE BAHCE KODU MEVK 1 BAHCE SAHIBI
Merkez M1 Emen Sezai KELE
Merkez M2 Emen Mustafa KELE
Merkez M3 Senocak Ahmet OZER
Merkez M4 Kayabg Ali BULUT

Merkez M5 Kayabsg Tarik GUZELHAN
Pegsembe P-1 Merkez glr PIROGLU
Gulyali G-1 Turnasuyu Nurettin OZTURK
Gulyah G-2 Turnasuyu Zekeriya KIRDAR
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Cizelge 3.2. devami.Ordu ilinde 2012 yilinda kék-ur nematodu populagganin érneklengi kivi

bahceleri _ .
Gaulyah G-3 Turnasuyu Ismet QCEK
ikizce i-1 Merkez Erdal KALYONCU
ikizce i-2 Merkez Erdal KALYONCU
Ikizce I-3 Duizpelit Mah. Ibrahim TURKOZ
Ulubey uU-1 Kémirocg Mah. Osman KUTUPGLU
Ulubey u-2 Sokak Mah. Unal KAHRAMAN
Ulubey U-3 Dolbentli Mah. Ferda @a
Unye U-1 T.llce deneme bahgesi -
Unye U-2 Atakoy Muammer YILMAZ

3.2.1.2. Populasyon Dalgalanmadcin Toprak Orneklerinin Alinmasi

Topraktaki juvenillerin populasyon dalgalanmalasaptamak tzere, merkez ilcede
ayni deniz seviyesinde, iki farkl kivi bahcesi igmgstir. Toprak ornekleri, hava
durumuna goére 15-20 gunluk araliklarla, her bahgduks agac secilmek suretiyle
alinmstir. Mart 2011-Ekim 2012 dénemi boyunca toprak &tee alinmstir. Her
arazi orneklemesinde; tesadifen bgac gezilerek hergacin gévdesinden 30-40 cm
mesafederfRoccuzzo ve ark. 1993D-30 cm derinliktenOrimliu 2003) ve gaglarin
her iki yanindan bel kirek yardimiyla topraklarnatistir. Karstirilan toprak
orneklerinden yakkak 1 kg toprak, polietilen torbalara konulup, etikeerek,
laboratuvara getirilngtir. GT-300B el tipi sicaklik Olcer ile toprak skdeklari

Olculmistar.

Sekil. 3.3.Populasyon dalgalanmasi takibi icin arazigahsi
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3.2.2. Laboratuvar Calsmasi

Laboratuar cajmasi; ekstraksiyon, sayim, preparasyon sgalari Ordu
Universitesinde, tir thisi calsmalar ise Florida Universitesi Nematoloji

Departmaninda (USA) gercekteilmi stir.

3.2.2.1. Populasyon Dalgalanmagcin Juvenillerin Topraktan Ekstraksiyonu ve
Sayimlari

Populasyon dalgalanmasinin takip edilmesi amadsieratuvara getirilen 1 kg
toprak ornginden, beher yardimiyla 100 énalt toprak érngi alinarak modifiye
Baerman tepsi yontemiyl®leloidogynejuvenilleri elde edilmgtir. Bunun igin petri
kaplarinin dip kismina, petri icine yegfieilen eleklerin tabana temas edip sudaki
oksijen déngunusu engellemesini 6nlemek amaciya,ndn yiuksekkinde 4 adet
adet plastik yukseltici cubuk konulgtur. Elek icerisinefiltreli kagit Gzerine
konulan 100 crh toprak alt 6rngi yerlestirilmistir. Elegin yanlarindan, petri kabinin
tabanindan itibaren 2/3 kadar kismini islatacadak saf su ilave edilgtir. Bu
sekilde, toprak orn@ 48 saat bekletilmgtir. Strenin sonunda, 100 ml'lik cam
mezurlar icerisine petri icerisindeki su aligme 6 saat boyunca mezir icerisindeki
nematodlarin oda sicaginda dibe ¢okmesi icin beklengtir. Daha sonra mezurlarin
tzerindeki su 40 ml ye kadar cekilerek, geri kalasim 50 ml’lik falkon tipu
icerisine alinmy ve falcon tipler de 6 saat siureyle +4 °C dolagiddtilmistir. Son
olarak falkon tuplerin 10 ml'lik kisminda nematodlkalacak sekilde, su Ustten
pastor pipet ile cekilngtir. Populasyon ygunlugu; 0,5 ml sivi pastor pipet ile
alindiktan sonra, lam Uzerine konulup Uzeri 24x60 moyutlarindaki lamel ile
kapatildiktan sonra, kok-ur nematodu 2. dénem larvasayillmak suretiyle
belirlenmitir. 10 ml’lik alt 6rnegin tamami, gikli mikroskop altinda 40X buyltme
derecesinde sayilgtir. Sayim icin Leica DM500 markasik mikroskobu

kullantimistir.
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Sekil 3.4. Modifiye Baerman tepsi yontemi veaamalari

3.2.2.2.Tiir Tehisleri Icin Bitki Koklerinden Di si Bireylerin Ekstraksiyonu

Laboratuvara getirilen kok 6rnekleri yikandiktannsg DNA izolasyonu igin
kullanilacak d§i bireyleri ekstrakte etmek igin, 1.5 ml'lik saritij tupleri icine saf su
konulup, her bir bahcge icin toplam 40 adefi diirey nematod gnesi yardimiyla
koklerden alinmy ve tlp icerisindeki saf suya aktarihtm. Tapler derin
dondurucuda muhafaza edikhi. Muhafaza edilen bu tupler buz torbalar ile
korunarak Florida Universitesi Nematoloji Departnmengotirilmetiir. Eldeki fazla

kok ornekleri buzdolabinda +&’de bekletilmitir.

3.2.2.3. Kok-Ur Nematodu Dsi Bireylerine Ait Genital Preparatlarin Yapilmasi
ve Teshisi

Morfolojik olarak tur tghisi icin, nematod gnesi yardimiyla diler koklerden
ekstrakte edilmi ve d@rudan TAF ortamina alinip 24 saat sureyédfaf hale
gelmeleri icin bekletilmitir. TAF ortamindan alinan gier, bisturi ve pens
yardimiyla anal kisimlari kesilip % 45’lik laktils# icerisinde temizlendikten sonra,
bir damla gliserin damlatiimilam Uzerine konularak, tzeri lamel ile kapatiimak
suretiyle preparatlar yapilgtir (Taylor ve Netscher 1974). Lamellerin etrafe dg
kapatilarak tghis icin hazir hale getirilnglerdir. Teshisler icin Eisenback ve ark.
(1981) ve Eisenback (1985)’'den yararlangmn
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3.2.2.4. Orneklerin Molekuler Yontemler ile Tehisleri

a) DNA izolasyonu

DNeasy Blood &Tissue kit (QIAGEN) kullaniimak suxé¢ DNA izolasyonu

gerceklatiriimistir. izolasyon Kkiti icerisindeki kimyasallarin kullaninmiktarlari

icin ¢esitli modifikasyonlara gitmek suretiyle, tamamgagida bahsi gecen sirada

olmak Uzere DNA izolasyonu gerceytieilmistir. Her bir bahce icin 4 ya da 5sdi

bireyden DNA izole edilngtir. Her tlp icerisinde tek bir glibirey bulunmaktadir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Bos 1,5 ml'lik santriftj tipt icerisine 90 ul ATL budf eklenmgtir. Sonrasinda
her tlipte 1 di olacaksekilde dkiler tiiplere eklennstir.

Sonrasinda santriftij tuplerine 20 ul proteinase Weremis ve 10 sn kadar
vorteks’e tabi tutulmstur. Tiipler 56 C'de 10-12 saat inkube edilgti.

Ikinci guin, inkubasyona tabi tutulan tiipler 5sn gkslenmg ve sonrasinda 100
ul AL buffer eklenip, vorteks ile iyice kgmasi sglanmstir. Sonrasinda % 96-
100’k 100 pl Ethanol eklenmive iyice kargmasi icin tekrar 3 sn vortekse tabi
tutulmustur.

3. maddedeki kagim otomatik pipetle alinarak, 2 ml’lik collectiodfl icerisine
yerlestiriimis olan DNeasy Mini spincolumn igerisine aktargim Sonrasinda
santfijij cihazina dengeli biekilde batin ttpler yerigrilerek 8000 rpm’de 1
dakika santriftij edilngitir. Bu islemin sonunda collection tipu ve dibindeki
buffer vb. atiimgtir.

Bir 6nceki basamaktaki DNeasy Mini spincolumn, ybimi 2 ml'lik collection
tipu icerisine yerlgdirimis ve Gzerine 250 ul AW1 buffer eklendikten sonra 1
dakika streyle 8000 rpm’de santriflij ediftm. Bu islemin sonunda collection
tupu dibindeki buffer vb. ile birlikte atilrgtr.

Eldeki mevcut DNeasy Mini spincolumn, yeni bir 2’likl collection tlpu
icerisine yerlgtirimis ve Gzerine 250 ul AW2 buffer eklendikten sonraakikia
sureyle 14000 rpm’de santriflij edilmek suretiyle €44y membranin kurumasina
imkan sg&lanmstir. Bu islemin sonunda collection tipu dibindeki buffer .
birlikte atiimsstir.

Ik islemlerin sonunda DNeasy Mini spincolumn, 1.5 y&2dal’lik santrifij tipu

icerisine yerlgtirilmis ve 50 ul AE buffer direkt olarak yakin bgekilde spin
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column icindeki membrana puskirtulgtir. Oda sicakfinda 1 dakika
bekledikten sonra tekrar 1 dakika streyle 8000 densantriflij edilmtir.

Elde edilen DNA 6rnekleri santrifilj tipleri icenisle -20 C'de muhafaza edilngiir.

b) PCR Reaksiyonuicin Teshis Protokoloniin Secimi ve Uygulanmasi

Tarlerin tehisi icin; Adam ve ark. (2007) tarafindan hazirian&ok-ur
nematodlarinin molekuler gieisleri icin gelgtirilen teshis protokolt kullanilmytir.
Bu protokole ek olarak, Devran ve gib (2009) tarafindan Turkiye'deki kok-ur
nematodlarinin tisi icin kullanilan primerler de dikkate alinarakgdam ve ark.
(2007) sunmg oldugu teshis protokolu tzerindeSgkil 3.4.), sadecd. incognita
turine 6zgu primerlerden MI-F/MI-RM. incognita icin 999-bp band meydana
getiren tire 6zgli SCAR primerleri) yerine, Devian S@ut (2009) tarafindam.
incognitanin teshisi icin kullanilan SEC-1F/ SEC-1R primer ciftir¢éh edilmitir.
Oncelikle tiir tghisi gerceklgtirilecek bahcelere ait DNA ornekleri kullanilarais-
18S rDNA ya da IGS2Sgkil 3.5.) olarak anilan gen bdlgesine ait PCR l@iinelde
goruntilenmek suretiyle, ilgili band buyukltkleriide edilmitir. Bu bdlgeyi
tanimlayan primerler 194/195 primerleridir. 1GS2 Idggsinin M. javanica, M.
incognitave M. arenariaicin band buyuklukleri her 3 tur icin de 720-bp’dsekil
3.6.). 720-bp’lik band buyuklikleri gortntilendiktesonra turlere 6zgu spesifik
primerler (SCAR) ile devam edilgtir. Bu primerlerM. javanicaicin Fjav/Rjav,M.
incognita icin SEC-1F/SEC-1R,M.arenaria icin Far/Rar primerleridir. M.
javanicdya ait primerden bgamak suretiyle PCR reaksiyonlari ger¢cgktdmi stir

ve band alinamagh durumlarda dier tire ait primerle devam edilgtir (Sekil 3.6.).

I".._i'-l- 0 195
—_ IS — 1GS 2
llﬁh% -| Lo | 18% |

Sekil 3.5. Meloidogyne javanica, M. incognita ve M. arenatiglerinin her t¢l icin IGS2 bélgesi
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[(T)DNA Gzerindeld 55 ve 185 ribozomal genleri arasindakd Interganic Spacer (IG5 2) bedef bilgesiais
154195 primerleri ile cogalulma
1 '-:u:r.bp.. ... Tropiical titer. . Tablo Z'ye
b.| T80bp .. e M. mpagUeRSE o&l
e | 700bp... e M hpln
d 'ISHZI J.ﬁl:l'.'lbp mesess e ve M chirwood
@Iup-ikll Kék-ur Nematodlarina Spesifik SCAR primerleni
2.1 Fjav ve Rjav primerleri
AETO bR i M frvemita
B DL 0K -..eecrccmermssmmsrmssemsimssmsseesp s s stomssmsses s 4
T - ._-e
2.2 SEC-IF ve SEC-IR primerleri Pl
By H0bp i M ognita
b{ bant volk.. 23
2.3 Far ve Rar primerleri pdi
al 420-5p... M arenaria

Sekil 3.6. Teshis icin 6nerilen protokol basamaklari

Cizelge 3.3. Kok-ur nematodlarinin ghisi icin kullanilan primerler,

sekans dizileri ve beklenen DNA bangiiidiikleri

primerlere ait

Beklenen
. Kok-ur DNA band Primer dizisi
Primeradi | ematodu tirti | Biyiiki g (5-3) Referans
(bp)
194
TTAACTTGCCAGATCGGACG
Tropical tirler
(M.javanica, 720 Blok ve ark.
M.incognita, 1997
M. arenarig
195 TCTAATGAGCCGTACGC
Fjav
GGTGCGCGATTGAACTGAGC
. . Zijlstra ve ark.
M .javanica 670 2000
Rjav CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC
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Gizelge 3.3.devami. KOk-ur nematodlarinin gisi icin kullanilan primerler, primerlere ait
sekans dizileri ve beklenenfband blyuklikleri

SECIF | M .incognita GGGCAAGTAAGGATGCTCTG
Teserova ve
502
SECIR CGTGGCTATGAAAGAGGTGC ark. 2003
Far M. arenaria

TCGGCGATAGAGGTAAATGAC -
Zijlstra ve ark.

420
2000

Rar TCGGCGATAGACACTACAAACT

Teshislerin tamami Cizelge 3.3. de gorulen primerlgidnilmak suretiyle gerceld@rilmi stir

Cizelge 3.4 Teshiste kullanilan bittn primerler igin reaksiyon ikam proseduri

Reasksion Karsim komponentleri
Master Mix. 10l
Primerl 0.5l
Primer2 0.5l
dH20 4l
DNA 5ul
TOPLAM 20pl

SCAR primerleri olarak anilan: Fjav/Rjav, SEC-1IE{S1R, Far/Rar primerleri ve
194-195 primerleri (IGS2 bdlgesi icin) ile gturulan PCR reaksiyonlarinin tamami
icin yukaridaki PCR reaksiyon kami, 20 ul ye optimize edilngir. PCR-reaksiyon
karisimi icin, Apex marka 2.0Taq RED Master Mix Kit (1..:M MgCl)
kullaniimistir. Master Mix ayni zamanda, Adenin, Timin, Guaniitozin gibi

deoxynucleotidleri (ANTPs) de icerisinde barindikitadir.

c) Primerler icin PCR reaksiyonlarinin olusturulmasi

PCR reaksiyonlari okturulurken Adam ve ark. (2007) ile Devran ve g8
(2009)'dan vyararlanilmtir. PCR reaksiyonlari i¢in, mevcut primerler vehba
ornekleri kullanilarak bir dizi optimizasyonlemleri gerceklgtirilmistir (bakiniz:
Ek-1).
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Cizelge 3.51GS2 bdlgesi i¢in PCR proseduri (Adam ve ark. 2@@Zistirilerek)

0 94 3 dak.
Baslangic denaturasyonu
( 94 30 sn.
Denatlrasyon
Primer bglanmasi (anneling) S8 30sn 35
i 72 90sn.
Uzama(extension)
[ 72 5 dak.
Final uzama

Cizelge 3.4. ’e ait reaksiyon keim komponentleri bir araya getirilerek PCR
reaksiyonu 194/195 primerleriyle Cizelge 3.5’'dpkotokole gore, IGS2 bdlgesi icin
gerceklatirilmi stir.

Cizelge 3.6 SEC1F/SECI1R primerleri icin PCR prosediri (Devrarsi@Eut 2009, deistirilerek)

Baglangi¢ denatiirasyonu 94 3 dak.
Denatirasyon 94 30 sn.
Primer bglanmasi (anneling) 54 30sn 45
Uzama(extension) 72 90sn.
Final uzama 72 5 dak.

Cizelge 3.4.’e ait reaksiyon kemm komponentleri bir araya getirilerek PCR
reaksiyonu SEC1F/SECI1R primerleriyle Cizelge 3dkid protokole gore,M.

incognitattranun tehis icin gerceklgtirilmi stir.

Cizelge 3.7 Far/Rar primerleri icin PCR prosediri (Adam ve 2007)

Baslangi¢ denatirasyonu 94 2 dak.
Denatiirasyon 94 30 sn.

Primer bglanmasi (anneling) 61 30sn 45
Uzama(extension) 72 1 dak.

Final uzama 72 7 dak.




Cizelge 3.4.’e ait reaksiyon keamm komponentleri bir araya getirilerek PCR
reaksiyonu Far/Rar primerleriyle Cizelge 3.7.’dgkiotokole goére,M. arenaria

turinin tghis icin gerceklgtirilmi stir

Cizelge 3.8.Fjav/Rjav primerleri icin PCR prosedirt (Adam vi.&007)

Basamaklar Sicaklik(C) Siire Déngii sayisl
Baglangi¢ denatiirasyonu 94 2 dak.
Denatiirasyon 94 30 sn.
Primer bglanmasi (anneling) 64 30sn 45
Uzama(extension) 72 1dak.
Final uzama 72 7 dak.

Cizelge 3.4 e ait reaksiyon keaaim komponentleri bir araya getirilerek PCR
reaksiyonu Fjav/Rjav primerleriyle Cizelge 3.8.'dgkotokole gore,M. javanica

turind tehis icin gerceklgtirilmi stir.

d) PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforez Yontemi ile Belirlenmesi

Bu iglem icin, oOncelikle 1X ygunlukta TBE (Apex marka, sivi) tamponu
hazirlanmgtir. 10X TBE'den 10 ml alinarak 500 ml saf su iEmamlanarak 1X
yogunlukta olan, TBE jel yidritme ortami elde editmi Sonrasinda 1X TBE
tamponu kullanilarak 1.8 gr agaroz (Sigma) / 10014l TBE olacaksekilde jel

hazirlanmgtir.

Jel' e yuklemeglemi icin 10ul PCR urtnt ve ul referans marker (1kb+, QIAGEN
marka) kullanilmgtir. PCR UrUnleri, elektroforez cihazinda (Advamearka, mupid-

2plus, submarine electrophoresis system, 120 \&0) dakika keturulmus ve

sonrasinda 2Qul / 200 ml saf su olarak hazirlangnetidyum bromid (Fisher
Bioreagents ) solisyonu icerisinde 30 dakika sérdgdyanarak, UV gorunttileme
cihazinda (UVP marka, High Performance Transillator TFM-20 volt, 25 watt)
goruntulenerek, jel fotgraflari (Canon Powershot G9 12.1 megapixel kamiea i

cekilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTI SMA

Ordu ilinde 6rneklenen kivi bahgelerinin tamamin#ék-ur nematodlarinin tipik
belirtisi olan urlara rastlanmguir (Sekil 4.1.). Orneklenen populasyonlarirHisi;
molekiler dizeyde SCAR primerlerin kullaniimasi lwenun yani sira, klasik bir
yontem olarak gilere ait genital kesit morfolojilerinden de yamarlimak suretiyle
gercgeklatirilmistir. Bulgular neticesinde orneklenen populasyonlatamami M.

incognitatra olarak tespit edilngiir.

Sekil 4.1. Ordu ilinde kdk-ur nematodu ile bylé kivi kokleri

Dunya genelinde vydratilen; uluslararasi kok-ur newha projesi kapsaminda
gerceklgtirilen orneklemelerde en cok rastlanilan kok-urmiagodu tiri M.
incognita olmuwstur (Taylor ve ark. 1982). Benzgekilde; farkli zamanlarda ulusal
dizeyde, cgtli Ulkelerde yurutulen ¢agmalardaM. incognitaturid en yaygin tur
olarak bulunmstur (Khan ve Ahmad 2000, Guzman-Plazola ve ark6208nwar ve
McKenry 2010, Kayani ve ark. 2013). Turkiye'nin Kar boélgelerinde de c¢#li
kaltar bitkilerinde yuratilen ¢ajmalarda, M. incognitanin en yaygin tir oldgunu
gosteren cok sayida 6zgiin gala mevcuttur (Kgkavalcl 1998, Oriimlii 2003, Kati
2006, Akyazi 2008, Ozarslandan 2009). Yiiksel (J9yiruttigii detayll cakmada,
Karadeniz, Marmara, Ege, Akdeniz Bolgelerinde kukiitkilerinde en fazla bulunan
tiriin M. incognitaoldusunu ifade etmitir. Ozellikle Karadeniz bolgesi icin Samsun
ilinin dogusunda kalan sahgeridinde sebze ve meyvelerde, yalnidaincognita
'nin bulund@gunu belirtmgtir. Dolayisiyla, yapilan bu ¢ama kapsaminda ghis
edilen tdrin sadeckl. incognitaolmasisasirtici desildir. Bu durum M. incognita
turindn, dinyanin der bircok bolgesine ait ekolojik kollara uyum sglayan tir
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oldugunu gostermektedir. Daha dnceki yapilansgadilar sigindaM. incognitanin
Tarkiye'nin farkli bolgelerinde yaygin tir ol@u aciktir.

4.1. Morfolojik Tar Te shisi

Ordu ili kivi bahcelerinden elde edilen sdlerin incelenen genital kesit
morfolojilerinde belirgin, yiuksek ve kéli dorsal arch yapisi gibi tipik karakterler
gorulmistar. Dorsal arch bdlgesindeki striae’lerin, dignhés yapidan dalgali yapiya
gecki gorulmistir. Belirgin olmayan lateral line ve lateral bddige kesik kesik
yapidaki striae’ler mevcuttur. Ayrica striae’leritpelirgin olmayan lateral line
bblgesine yakin vyerlerde, catallanmalar meydanairdygit gozlenmgtir. Bu
karakterler; Eisenback ve ark. (1981) ve Eisenb&r$85) tarafindan sunulan
literattr bilgileri ile kasilastirilarak, incelenen preparatlarid. incognitdya ait
oldugu tespit edilmgtir. Kok-ur nematodlarinin genital kesitlerinde @henebilecek
genel kisimlaKekil 4.2’de gérulmektedir.

Meloidogyneturlerinin temel morfolojisi oldukga benzer olugirleri tanimlamada,
birbirleriyle 6rtlsen ve varyasyon gosteren morfometrik dlgimler tajtia yeterli
olmamaktadir (Eisenback ve ark. 1981)g&iyandan, 6zellikle tir ici varyasyonlar
sebebiyle, bir tirt tanimlamada morfometrik Olcdéer ziyade ayni tarin farkh
donemlerine (juvenil, erkek ya dasiiait tire 6zgu morfolojik karakterler daha
guvenilir olabilmektedir. Bu karakterler: erkek éyin bg sekli, juvenilin kuyruk
sekli, erkek ve diinin styletsekli ve di icin genital kesit morfolojisiseklindedir
(Jepson 1983). Dolayisiyla cgaha kapsaminda; gdierin genital Kkesit
morfolojilerine ait preparatlar, molekilertesi destekleyici olarak kullanilrgtir.

Sekil 4.2. Meloidogyne incognitaliriine ait genital kesit morfolojileri

22



4.2. Molekuler Tur Teshisi

Ordu ili kivi bahcelerinden elde edilen 17 farklalgeye ait populasyonlarin
tamaminda; molekdiler geisler sonucunda rastlanilan tié#, incognitaolarak tespit
edilmistir. Molekuler tghiste; Adam ve ark. (2007) tarafindan Onerileghi®
protokoli kapsaminda, SCAR primer ciftleri kullanddan énce, 194/195 primerleri
ile M. incognita, M. javanicave M. arenariatirlerinin her tc¢l icin DNA Uzerinde
ortak sayida nukleotid ciftine sahip olan IGS2 (%) bolgesi goruntulengtir. Bu
bdlgenin icin elde edilen band buyuklil 720 bp olarak elde edilgmve bu dger
Adam ve ark. (2007) ve Wishard ve ark. (2002)’yenaktadir. Sonrasinda DNA
Uzerinde sadece tlre 0zgu sekans ya da gen bdhgekaniyip cgaltma
Ozelligindeki SCAR primer ciftleri kullanilmgtir. M. incognitaicin SEC-1F/SEC-1R
primerleri 502 bp dgeri ile literatir bilgilerini (Teserova ve ark, ZB@e Devran ve
S@sit, 2009) dgrulamstir. Dolayisiyla SCAR primerleri icin elde edilerari
blayuklukleri daha ©nceki camalar ile ortgmektedir. M. javanica ve M.
arenaridya ait SCAR primerleri ise band vermemsadecdv.incognitatlriine 6zgu
olan SCAR primer ¢ifti SEC-1F/SEC-1R band vestini Bu durum; kivi bahcesi
orneklemelerine ait tlrin, deis protokoll ve kullanilan primer ciftlerinigiginda,
yalnizcaM. incognitaoldugunu gostermektedir ve bu tire 6zgi SCAR primeridban
benzersekilde, Garcia ve Sanchez-Puerta (2012) SCAR prigriderini kullanmak
suretiyle, M. arenaria turini tghis etmglerdir. Dolayisiyla, elde edilen band
blyukluklerine ait dgerler ve protokol uygulamalari 6nceki cahalar ile
uyumludur Qekiller: 4.3.,4.4.,4.5.,4.6.,4.7.,4.8.,4.9.).

Molekuler yontemler turleri birbirinden ayirt etneeddetayli, kesin ve vyeni

yaklasimlar olup (De Ley ve ark. 2005) rutin uygulamayakan veren, hizli ve

guvenilir metodlardir (Oliveira 2011). Bu kolaylésl bitkisel materyallerin ihracat
ve ithalati acisindan karantina ile ilgili ga raporlarin hizla yazilabilmesi ya da
teshis edilen tire uygun mucadele 6nlemleri Gzerindek verilebilmesi agisindan,
onemlidir (Hunt ve Handoo 2009).
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Sekil 4.3. Merkez ilgesine ait 3 bahcenin (M1, M2, M3) kékfuematodu drneklerine ait
PCR drunleri. A:Meloidogynetirlerinin 5S-18S rDNA genleri arasindaki 1GS2
bdlgesini ¢@altan primer ciftine (194/195) ait PCR ranleri ¢7&p). B: M.

Marker (1kb+), 1-5: M1 bahcesine ait 6rnekler, 8-M2 bahgesine ait drnekler,
11-15: M3 bahcgesine ait érnekler, K: su (Kontrol).

241 hp

Sekil 4.4. Merkez ilcesine ait 2 bahc¢enin (M4, M5) kok-ur regodu 6rneklerine ait PCR
aranleri. A ve B:Meloidogyneturlerinin 5S-18S rDNA genleri arasindaki 1GS2
bdlgesini ¢c@altan primer ciftine (194/195) ait PCR Urunleri 7Bp). C: M.

Marker (1kb+), 1-5: M4 bahcesine ait 6rnekler,B-M5 bahgesine ait 6rnekler,
K: su (Kontrol).
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Sekil 4.5. Pegembe ilgesine ait tek bir bahgenin (P1) kok-ur nitha 6rneklerine ait PCR
artnleri. A: Meloidogyneturlerinin 5S-18S rDNA genleri arasindaki 1GS2
bolgesini ¢c@altan primer c¢iftine (194/195) ait PCR urunleri (78p). B: M.

Marker (1kb+), 1-5: P1 bahcesine ait drnekler, iK(lsontrol).

TO0 bp

F % 10 11 12

Sekil 4.6. Gulyal ilgesine ait 3 bahcenin (G1, G2, G3) kdkaematodu 6rneklerine ait
PCR drinleri. A:Meloidogynetiirlerinin 5S-18S rDNA genleri arasindaki
IGS2 bdlgesini ¢galtan primer ciftine (194/195) ait PCR urinleri 78p).
B: M. incognitdya spesifik SEC1F/SEC1R primerlerine ait PCR Ueiinl
(502 bp). M: Marker (1kb+), 1-5: G1 bahcesine aihgkler, 6-10: G2
bahcesine ait 6rnekler, 11-14: G3 bahcgesine aékden, K: su (Kontrol).
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Sekil 4.7.ikizce ilgesine ait 3 bahceniiil( i2, 13) kok-ur nematodu 6rneklerine ait PCR
drtnleri. A: Meloidogynetirlerinin 5S-18S rDNA genleri arasindaki 1GS2
bolgesini ¢g@altan primer ciftine (194/195) ait PCR urunleri 78p). B: M.

M: Marker (1kb+), 1-5:11 bahcgesine ait 6rnekler, 6-102 bahcesine ait
ornekler, 11-1513 bahcesine ait 6rnekler, K: su (Kontrol).

T00 bp

Sekil 4.8. Ulubey ilgesine ait 3 bahc¢enin (U1, U2, U3) kdkanematodu 6rneklerine ait
PCR drunleri. A:Meloidogynetirlerinin 5S-18S rDNA genleri arasindaki IGS2
bdlgesini ¢c@altan primer ciftine (194/195) ait PCR Urdnleri (7Bp). B: M.

Marker (1kb+), 1-5: U1 bahcesine ait drnekler, 6-1@ bahgesine ait 6rnekler,
11-15: U3 bahgesine ait érnekler, K: su (Kontrol).
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700 bp

S00 bp

Sekil 4.9.Unye ilcesine ait 2 bahgenin (U1, U2) kék-ur nerdatérneklerine ait PCR
drtnleri. A: Meloidogynetirlerinin 5S-18S rDNA genleri arasindaki IGS2
boélgesini ¢c@altan primer ¢iftine (194/195) ait PCR Urunleri (72p). B:M.
incognitdya spesifik SEC1F/SEC1R primerlerine ait PCR Ueiin(502
bp). M: Marker (1kb+), 1-4: U1 bahgesine ait 6reek5-8: U2 bahgesine
ait oérnekler, K: su (Kontrol).

4.3. Kok-ur Nematodlarinin iki Farkh Kivi Bahgesi Topraklarindaki
Populasyon Dgisimleri

Kivi yetistiricili gi icin zararli konumundaki kdk-ur nematodu turlehger tlkelerde
¢esitli - calismalarla ortaya konulnytur. Bu calgsmalarin  bazilari; kok-ur
nematodunun #hisi olabildigi gibi, diger bazi cabmalar da kdk-ur nematodlarinin
populasyon dalgalanmalari ile ilgili olanlardir. Bgalsma ile Ordu ili Kivi
yetistiricili gi icin kdk-ur nematodlarinin gaisi ve populasyon dalgalanmasi takibi
gerceklgtirilmi s olup, tlkemiz icin bu yonde ilk ¢ama nitelgindedir. Ordu ilinde;
populasyon dalgalanmasinin izlegidher iki bah¢cedeki kok-ur nematodu timd,
incognita olarak tghis edilmitir. Bu tlrin, ayni yukseltideki iki kivi bahcesieki
populasyon dalgalanmasi 20 aylik stre boyunca tekiiimistir. Nematodlardan
kaynakli verim kayiplarinin daha iyi agiabilmesi (Divito ve ark. 1988, Ma ve ark.

2007) ve uygun micadele yontem ya da onlemleriitizekarar verilebilmesi
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acisindan (Pinochet ve ark. 1990);gdo tlr tehisinin yani sira, nematodlara ait
populasyon dalgalanmalari ve bunurgyoluguna dair bilgiler, faydali olacaktir.

Populasyon dalgalanmasinin takibi esnasinda kidlaweriler: Ordu ili meteoroloji
istasyonundan alinan aylk toplamgya(mm), aylik ortalama hava sicakli( C),
populasyon takibi icin 6rneklerin alirggligin el tipi toprak termometresi ile 6lgtlen
gunlik toprak sicakliklari ‘C) ve ayni yiikseltideki iki ayri kivi bahcesine ait
topraktaki juvenil sayilari/100 chtoprak seklindeki verilerdir. 2011 Mart-2012

Ekim ayl boyunca 20 aylik déneme ait veriler kuilamstir.

Verilere bakildginda; meteoroloji istasyonundan alinan aylik ortedehava sicaki

ile Olculen gunluk toprak sicakliklarina ait cizgrafikleri dalgalanmalarinin,
birbirine olduk¢ca yakin olarak djtugu goérulmektedir. Aylik toplam yas
degerlerine bakildiinda; 2011 yil icerisinde 2012 yilina kiyasla,aagl gore yais
miktarlari genel olarak daha yiksekgdderdedir. Populasyon dalgalanmasi ile ilgili
verilerde ise; izlenen her iki bahcede populasyorsayimin bgladigi Mart 2011
tarihinden itibaren akar aylik t¢ doneme ayril@inda, mevsimsel olarak birbirleri
ile ortisecek sekilde dgismeler gostergii gorilmektedir. Bu durum; bahcelerin
yukselti olarak benzer seviyede ve ayni ilgedelsggiolmasinin, sonuglar tzerinde
benzer etkiler meydana getirebilgcékrini vermektedir.
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I M5 bahgesinden alinan toprak 6rneklerine ait ikinci dénem (J2) larva sayimlari

=%=M5 bahgesine ait giinlik toprak sicakliklari
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B M4 bahgesinden alinan toprak 6rneklerine ait ikinci donem (12) larva sayimlari

=+=M4 bahgesine ait giinliik toprak sicakliklar
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Sekil. 4.10.0rdu ili merkez ilgede populasyon takibi yapilankivi bahcesine (M4 ve M5)
ait populasyon deerleri ve olgulen toprak sicakliklari grgifi
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Sekil. 4.11.0rdu ili icin 2011-2012 yillari arasindaki ayldgpiam yais ve aylik
ortalama hava sicgkimeteoroloji istasyonu gerleri

Alti aylik dénemler kendi icerisinde incelegtide ise; Mart ayindaki ilk sayimda
populasyon ypunluklari M4 bahcesi icin 287 juvenil /100 &me M5 bahcesi icin
182 juvenil /100 crholarak sayilmy olup élgiilen toprak sicakg her iki bahce icin
11 'C olarak olculmitir. ik alti ay icerisinde Mart 2011-Mayis 2011 dénemi
boyunca, her iki bahcedeki populasyon, azalarakamtewetmgtir ve bu azalma
esnasinda bu aylara denk gelen toplangisl@ da azalmaya kkrken, aylik
ortalama sicaklik ve gunlik Olcilen toprak sicdkhk artarak devam etsgtir.
Toplam ygislarda meydana gelen azalmalar, s6z konusu aytabigytk farkhliklar
seklinde dgildir. Sicaklik artglari Mart ayindan itibaren gorilmeye stamistir,
dolayisiyla bahar donemi olmasi sebebiyle bitkid& kelsimi faaliyetlerinin de
baslamasi ve sicaklik agtyla birlikte acilan nematod bireylerinin kdke giri
yapmasiyla birlikte, s6z konusu ¢ aylik donemds, iki bahcedeki populasyonun
azalma gilimine girdigi dusundlebilir. Kok-ur nematodlarinin ganun yumurta
acilimi gerceklgtikten sonra, konukgu bitkinin olmagidurumlarda daha kisa sure
ortamda dayanabilme 6zellikleri (Trudgill 1997) eblyle; bitkide kok gekiminin
aktif olabilecegi bahar aylarinda hemen koke giyiaptg! fikrine variimstir. Ancak
Mayis ortasi 6lciimlerinde her iki bahcenin poputesyasunluklari M4 bahcgesi 110
juvenil /100 cni ve M5 bahcesi 198 juvenil /100 &mlarak sayilmstir ve toprak
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sicakliklari 16C civarinda élculmgtir. Dolayisiyla, azalmay takiben her iki
bahcede de bir agtigoralmitir. Mayis ayl sonu itibariyle ve haziran, temmuz
aylarinda ise her iki bahceye ait populasyopwuouklari ciddi oranda dindstir ve
mayis ayl sonu itibariyle populasyonlar M4 bahcesjuvenil /100 cm ve M5
bahcesi 33 juvenil /100 cholarak sayilmstir. Temmuz ay! son sayimlari, M4
bahcesi 11 juvenil /100 chve M5 bahcesi 17 juvenil /100 érolarak sayilmytir ve
toprak sicakliklari 2 olarak olctlmitir. Dolayisiyla bu dgiistin; onceki
aylardaki koke gigler ve haziran ile temmuz aylarinda sicaklikgelteri artarak
devam ederken, ygslarin azalmaya Bgamasi ve temmuz doneminde 6nceki aylara
gore toplam ygisin % 50 oraninda azalmasi ileshili oldugu distnidlmektedir.
Artarak devam eden sicakliklar, evaporasyonla tdpra suyu artan oranda
uzaklgtiracak ve % 50 oraninda daha azetil ya&is ise nematod yumurtalar
Uzerinde sicak@in etkisini stres olarak artiracaktitk alti aylik dénemin son ayi
agustosta ise toprak sicaklik girleri benzer olarak devam etmve 20 ‘C'nin
Uzerinde gercekdenistir. Aylik ortalama hava sicalgh da grafikten gorilegg gibi

24 °C civarindadir. Ancak gustos ayinda Temmuz ayinin yakkayedi kat daha
fazla toplam ygis gorulmitir ve &ustos ayina bakil@inda her iki bahcedeki
populasyon ygunluklarinin; mayis, haziran ve temmuz aylarinaglg genel olarak
artma @ilimine girdigi gorulmektedir. Dolayisiyla sicakin yeterli olmasi ve
ortamdaki ani nem asina bl olarak yumurtalarin agilmasi, beraberinde busart
egilimini her iki populasyon icin meydana getignolabilir. Agustos, Ekim, Kasim
2011 aylarindaki y&slar ani ve pik dgerlerdeki yagislardir. Pinochet ve ark.
(1990)'nin belirttgine gore ani yaslari takip eden dénemlerde populasyonlar, kisa
sureler icerisinde ciddi agtgosterebilmektedir. gustos-Ekim aylarina ve sonrasina
bakildginda bu durumun benzer olglugériulmektedir ve populasyonlar dalgalanma

gostermgtir.

ikinci alti aylik donemde ise gastos ayinda Bayan populasyonlardaki agti
durumunun; Eylul, EKim ve Kasim aylarinda da dewtigi gorilmektedir. Zustos
ay! icerisindeki pik dgerdeki toplam ygisin EylUl ayi icindeki yumurta acilimi
uzerinde etkisi olaga disunulebilir. Clinku gustos ayi toplam s deserinin pik
degser olmasi, aylik ortalama hava sicgklin eylil ayinda gustos ayina benzer

sekilde devam etmesi ve yine toprak sicakligetterinin eylul ay1 sonuna kadar cok
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fazla dgismemesi durumu, evaporasyonla su kaybini ¢cok fatdemeyecektir.
Beraberinde yeterli sicaklik etkisi de devamgettien, eylil ayinda da yumurtalarin
acllmasi ile birlikte populasyonlarin artmgileninde oldusu fikrine variimstir.
Populasyonlar; ekim ayinin ilk haftasinda M5 popytmu 137 juvenil /100 cin
kasim ayinin ilk haftasinda ise M4 populasyonu jL8%nil /100 cmi olmak (izere,
ardsik olarak farkli aylarda ani agtar gostermilerdir. Kasim ayi ortasinda B
populasyonu yine ani bir agtgostermg ve sonrasinda aralik ayinin ilk haftasinda
heriki populasyon da aniden ghiiistiir ve M4 populasyonu 18 juvenil /100 &mM5
populasyonu ise 46 juvenil /100 Emlarak sayilmgtir. Bu ani diislerin, toprak ve
hava sicaklik dgerlerinin; kasim ayinin ortalarindan itibaren ¥Onin altinda
devam etmesinden kaynaklagdidisinulmektedir. Aralik ayinin ortalarindan
itibaren populasyonlar ikinci alti aylik doneminnsoolansubat ayinin ilk haftasina
kadar, 6zellikle M5 populasyonun iki defa, M4 pagmyonu ise bir kez olmak tzere
belirgin artslar géstermilerdir. Sonrasindaubat ayi ortasindaki sayimdan itibaren
her iki populasyonda ciddi azghgdstermgtir ve bu azakin ocak 2012'nin
baslangicindan den itibaren toprak ve hava sicakligederinin 5C civarinda ve

altinda seyretmesinden kaynaklghdiistinilmektedir.

Son alti aylik periyodun BeEngici olan mart 2012'den sonragya deserleri bir
onceki yilin ayni déonemine dahasdl olarak gerceklkgnistir ve sicaklik dgerleri
de bir dnceki yilin ayni donemine gore birka¢ deréstiinde gercelgmistir. Ancak
2012 yili icin ocaksubat ve mart aylarindaki & civari ve bazen altindaki toprak ve
hava sicakliklarinin mart ayinin ortalarindan ndmyumurta acgilimini geciktirmek
suretiyle sonraki aylar Gizerindeki toplam etkisiyeenisan ayindaki toplam gataki
ani digls; ve yine koke gikler ile birlikte her iki populasyona ait gerler ciddi
oranda dimUs olabilir. Mart ayinda M4 populasyonu 21 juvenilfl@ent ve M5
populasyonu ise 39 juvenil /100 rolarak sayilmgtir ve toprak sicak@n deserleri
de bir 6nceki yil mart ayina gére oldukcasidki olarak 4C civarinda 6lciilmstiir.
Bu disUk populasyonlar Mart, Nisan, Mayis ve Haziran vammuz 2012 aylari
boyunca devam etgtir. Bu aylardaki populasyon dmimleri bir 6nceki yilin
haziran ve temmuz aylari ile benzerdir vgidiiolarak gozlenngtir. Yine bir 6nceki
yilin haziran ve temmuz aylari toplamgygdari ve hava sicaklik gerleri birbirine
yakin degerlerdedir. Ancak bir dnceki yilin mayis ayi ortafa her iki populasyon da
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oldukca yuksek dgerlerde olmalarina ganen 2012 Mayis ayinin gangic ve
ortalarindaki sayimlarda her iki populasyon da k{dudiguktir. Bir dnceki yila
benzer olarak, Austos 2012’de toplam gata ani bir ary goérulmi ve
populasyonlar &ustos ayi ortalarindan itibaren anmgsilimine girmislerdir. Eyltl ve
Ekim 2012 aylarinda her iki populasyonda bir 6noggkin ayni donemine, 6zellikle
kasim ayinda, ciddi oranda ghitstir. Bu diglsin sebebi, her ne kadar toprak
sicakliklari yumurta acilimi icin yeterli olsa daplam ya&islarin bir dnceki yila gore

disUk gerceklgmesi sebebiyle olabilegedUstinilmektedir.

Bu calsma ile incelenen sicaklik ve nem parametreleriraniysira, dier birgok
faktor nematodlarin populasyon dalgalanmalari yaegasimlerini etkilemektedir.
Bu faktorler: konukcu bitki, nematodlarin irklare populasyon gengfi fiziksel
faktorler olarak toprak tekstirt, edafik faktorler rekabet, predatorler, parazitler

ve zirai slemlerseklinde belirtiimektedir (Mcsorley 1998).
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5. SONUC VE ONERILER

Sonuc¢ olarakbu calgma ile Ordu ili kivi Uretim alanlarinda gorilen kok
nematodlarinin tdisleri yapilmg ve bunun yani sira secilen iki bahcede topraktaki
ikinci donem larvalarin (J2) mevsimsel populasyaigdlanmalari izlenrgiir. Arazi
calismalari siresince segilen 17 adet kivi bahgesimmatainin kok-ur nematodu ile
bulagik oldusu gorilmistir. Orneklenen populasyonlarirshésinde; dgrudan Kivi
koklerinden elde edilen dibireyler kullanilmak suretiyle morfolojik ve mdéler
yontemler uygulanmtir. Calsma kapsaminda molekilerkesi destekleyici olmasi
acisindan, genital kesit morfolojisine dair preparatlara slaarmak suretiyle,
M.incognita tartnun tghisi morfolojik dizeyde gerceldgrilmistir ve incelenen
kesit morfolojilerine ait preparatlavl. incognitatirt icin sunulan literattr bilgileri
ile uyumlu old@gu gorualmigtir. Molekller tghiste ise DNA (zerinde uygun gen
bolgeleri hedef alinarak, PCR reaksiyonu sonucuhddef alinan bdlge ya da
bdlgelerin jel tGzerindeki band buyukliklerinden gatikmak suretiyle, molekuler
duzeyde tur tghisleri gerceklgtirilmistir. Molekller tghiste; saf nematod kalturQ
elde edilmeksizin; dgrudan arazideki bitki koklerinden ekstrakte editi bireyler
kullaniimak suretiyle, tir thisleri gerceklatirilmistir. Bu yoniyle zaman yonunden
avantaj splamaktadir. Dger taraftan; sadece 06zgu ofdu turin tehisini
gerceklgtirmeye olanak gsdayan spesifik-primerlerin (SCAR primerleri) val)
guvenilir sonuclari kolayca vermektedir. Dolayiatybu cama kapsaminda di
bireyleri kullanmak suretiyle, tlrlere 6zgli olan AT primer ciftlerinden
yararlanilarak tur tdisleri gerceklgtiriimistir. Molekiler tehiste; tire spesifik
SCAR primer ciftleri kullaniimadan 6nce, 194/195nmerleri ile M. incognita, M.
javanicave M. arenariaturlerinin her tc¢u icin rDNA Uzerinde ortak saymizkleotid
ciftine sahip olan 1GS2 (5S-18S) bdlgesi goruntiiatir ve bu bdlge icin band
O0zgu sekans ya da gen bolgelerini taniyigattma 6zellgindeki SCAR primer
ciftleri kullaniimistir. M. incognitaicin SEC-1F/SEC-1R primerleri 502 bpgdeinde
band blayuklginid vermgtir. M. arenariave M. javanicatirlerine spesifik (SCAR)
olan primerler, sirasiyla Far/Rar ve Fjav/Rjav, daermemgtir. Bunun neticesinde
teshis edilen tam. incognita’dir. Elde edilen band biyukgii deserleri literattr ile

uymaktadir.
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Ayrica bu calyma ile Ordu ili merkez ilceye Iga iki ayri kivi bahgesinde, 20 ay
boyunca M.incogniténin popilasyon dalgalanmasi izlestin Uygun muicadele
yontem ya da yontemlerinin secimi igin tirleringdo olarak tghis edilmesinin yani
sira; bitkilerde nematodlardan kaynakli verim kégnmin degerlendirilebilmesi ve
mucadeleye b#gama zamani ile ilgili kararlarda, ortamda buluna@matodlarin
populasyon ygunluk ve dgisimlerine dair bilgiler yararli olacaktir. Ancak, wz

yillar ortalama populasyon sayim ve dalgalanmadadair verilerin elde edilmesi
gerekmektedir. Boylelikle; uzun yillara dair sorardan yola cikilarak, belirli aylar

ya da donemler secilmek suretiyle micadelede dehaamanlar secilebilir.

Kok-ur nematodlari; konukgu dizisi oldukga gerekolojiye adaptasyon yetenekleri
yuksek, karmgk biyolojileri sayesinde diinyada tarim yapilan leanher alanda
gorulebilen ve bazen % 100’e varan oranlarda zel@turan organizmalardir. Bu
organizmalar ile muicadele zor ve maliyetlidir. Baligna ile sunulan literatir
bilgileri ve ¢alsmanin 6zgin sonuclarindan yararlanmak suretiyégidaki sekilde

tavsiyelerde bulunulabilir.

1. Yeni tesis edilecek kivi bahcelerinde dikimden daceiden toprak érnekleri
alinarak mutlaka kok-ur nematodu yonunden incelenyagpiimalidir.

2. Sicaklgin yuksek oldgu aylarda topran surulerek, topraktaki nematodlarin
kuraklik stresine maruz kalmasgtnabilir.

3. Diger taraftan bg arazi icin solarizasyon secenekleri dezetéendirilebilir.
Ancak solarizasyon guge enerjisinin yeterli ve uzun vadeli olgu
bolgelerde tercih edilmelidir.

4. Topraktaki balangi¢c populasyonunu giirmek adina, bparazideki kok-ur
nematodu ygunlugu da dikkate alinarak kivi fidani dikimi 6ncesi kyasal
micadeleye baurulabilir. Ozellikle bélge igin yillar bazinda polasyon
dalgalanmalari izlenrgive en ygun olduklari donemler periyodik olarak
biliniyorsa, bu donemlerde ilaglama ile populasyomitrilebilir.

5. Nihai olarak kok-ur nematodlarindan temiz, adinagrdove kok-ur

nematodlarina dayanikl Uretim materyali ya da aleaigretime bglanabilir.
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EK LIiSTESI

EK-1. Orneklerin test caymalarina dair sonuglar

1947195 primerleri ile IGS1 bilgesinin test edilmesi

m G M MDD 2 (2 MMmim C K

100 bp
\:">_ 720 bp degerinde 1G] bolgesi
G2, M1, M3, 12,12, 1, M2: Ordu ilinin farkl: ilcelerine ait Gruekler. Mmix: DNA
icermeyen mastermix kangimi, C: Pozitif kontrol (194195 ) : Mincognita. K: PCR suyvu,
m: 1kb+ marker (QIAGEN)
Tiire Gzgii primer ciftleri ile meklerin ve kontrolllerin test edilmesi
00ty ::> 302 bp degerinde M. incognite tiriine Szgi band

m: kb+ marker (QLAGEN), C: Pozitif kontrol (SECIF/IR): M. incognita. X:
Negatif kontrol. M1: merkez flgeve ait kivi bah¢esi Srnegi . K: PCR suyu.
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