KONYA VE KARAMAN YORESI TAHIL URETIM
ALANLARINDAKI TAHIL KiST VE KOK YARA
NEMATODLARININ MORFOLOJIK,
MORFOMETRIK VE MOLEKULER TESHISI

Mehmet Sait Karaca
Yiiksek Lisans
Biyomiihendislik Anabilim Dah
Dr. Ogr. Uyesi Elif Yavuzaslanoglu
Doc¢. Dr. Ozlem Ates Sonmezoglu
Ekim-2018






T.C.
KARAMANOGLU MEHMETBEY UNiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KONYA VE KARAMAN YORESIi TAHIL URETIM ALANLARINDAKI TAHIL
KiST VE KOK YARA NEMATODLARININ MORFOLOJIiK, MORFOMETRIK
VE MOLEKULER TESHISIi

YUKSEK LiSANS TEZIi
MEHMET SAIT KARACA

Biyomiihendislik Anabilim Dah

Tez Damsmani: Dr. Ogr. I"Jyf,si. Elif YAVU?ASLANO(V}LU
ikinci Damisman: Dog. Dr. Ozlem ATES SONMEZOGLU

KARAMAN 2018



TEZ ONAYI1

Mehmet Sait KARACA tarafindan hazirlanan “Konya ve Karaman Yéresi Tahil
Uretim Alanlarindaki Tahil Kist ve K(‘ik- Yara Nematodlarimin Morfolojik,
Morfometrik ve Molekiiler Teshisi” adli tez ¢aligmas) agagidaki jliri tarafindan oy
birligi ile Karamanoglu Mehmetbey Universitesi Fen Bilimleri  Enstitiisi
Biyomiithendislik Ana Bilim Dal'nda YUKSEK LISANS TEZi olarak kabul

edilmistir.

Danigman: ikinci Danisman:
Dr. Ogr. Uyesi. Elif YAVUZASLANOGLU Dog. Dr, Ozlem ATES SONMEZOGLU

Jiri Uyeleri: imza:

Dr. Ogr. Uyesi, Elif YAVUZASL ANOGLU
Prof. Dr. Nevzat AYDIN
Dog. Dr. Mustafa IMREN A1

Tez Savunma Tarihi: 15/10/2018

Yukaridaki sonucu onaylarim

0¢. Dr. Kamil ARI
Enstitii Miidiiri



TEZ BIiLDiRiMi

Yazim kurallarmma uygun olarak hazirlanan bu tezin yazilmasinda bilimsel ahlak
kurallarina uyuldugunu, baskalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulunuldugunu, tezin icerdigi yenilik ve sonuglarin baska
bir yerden alinmadigini, kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigini, tezin
herhangi bir kisminin bu {iniversite veya bagka bir liniversitedeki bagka bir tez ¢aligmasi

olarak sunulmadigini beyan ederim.

(imza)
Mehmet Sait KARACA



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KONYA VE KARAMAN YORESIi TAHIL URETIM ALANLARINDAKI TAHIL
KiST VE KOK YARA NEMATODLARININ MORFOLOJIK, MORFOMETRIK
VE MOLEKULER TESHISI
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Damsman: Dr. Ogr. I"Jyesi.,- Elif YAVUZAﬁLANOGLU
ikinci Damisman: Dog. Dr. Ozlem ATES SONMEZOGLU

Ekim, 2018, 87 sayfa

Tahillar, yurdumuzda insan tiiketimi ve ayrica hayvan beslenmesinde 6nemli bir paya
sahiptir. Artan niifusa karsilik iiretim miktarinin arttirilmas: gerekmektedir. iklim,
toprak ve su kosullar1 ile bitki hastaliklar1 ve zararhlari, iiretim artisini etkileyen
faktorlerdir. Konya ve Karaman illerinde tahil yetistiriciligi genis alanlarda
yapilmaktadir. Konya ve Karaman illerinde tahil yetistirme alanlarinda {iretimi
kisitlayan Onemli biyotik etmenler arasinda yer alan kok yara ve tahil kist
nematodlarinin dagiliminin belirlenmesi igin 2016 ve 2017'de bitki ve toprak 6rnekleri
toplanmistir. Toplanan bitki ve toprak Orneklerinden ayrilan kok yara ve tahil kist
nematodu tiirleri morfolojik ve molekiiler olarak teshis edilmistir. K6k yara nematodlari
(Pratylenchus spp.) Karaman ilinde bitki ve toprak érneklerinin % 21,3’ iinde, Konya
ilinde bitki 6rneklerinin % 26’ sinda, toprak 6rneklerinin % 23,4’tinde bulunmustur.
Kok yara nematodlarmin populasyon diizeyi Karaman ilinde 0-40 nematod/ bitki ve O-
44 nematod/ 100 g kuru toprak, Konya ilinde 0-80 nematod/ bitki ve 0-111 nematod/
100 g kuru toprak arasinda degismistir. Nematodlarin ITS-rRNA bolgelerine spesifik
primerler kullanilarak yapilan molekiiler tiir teshisi calismalar1 ile kok yara
nematodlarindan 69 lokasyonda P. thornei tiirti; 7 lokasyonda P. neglectus tiirii ve 17
lokasyonda P. vulnus tiirii tespit edilmistir. Tahil kist nematodlarindan sedece H.
filipjevi tiriiniin 31 lokasyonda bulundugu belirlenmistir. Morfolojik tiir teshisleri
molekiiler caligmalar ile uyumlu olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Tahil, bugday, arpa, kok yara nematodu, tahil kist nematodu, PZR, ITS-
rRNA,



ABSTRACT

MsThesis

MORFOMETRICAL AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF CEREAL
CYST AND ROOT LESION NEMATODES IN KONYA AND KARAMAN
PROVINCES CEREAL PRODUTION AREAS
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Octaber, 2018, 87 pages

Cereals are important commodity in Turkey for human consumption and also for animal
nutrition. Need for increase production is an issue to consider. Climatic, soil and water
conditions, plant diseases and pests are one of the factors affecting production increase.
Soilborne diseases and nematodes affect production rate year by year depending on the
climatic conditions and agricultural practicas. Cereals are grown in wide areas in Konya
and Karaman provinces. Plant and soil samples were collected in 2016-2017 from cereal
growing areas in Konya and Karaman provincesto determine the distribution of cereal
cyst and root lesion nematodes which are important biotic constraints of cereal
production. Root lesion and cereal cyst nematodes were identified morphologically and
molecularly. Root lesion nematodes (Pratylenchus spp.) were found in 21,3% of plant
and soil samples in Karaman and 26% of plant samples and 23,4% of soil samples in
Konya province. Population levels of root lesion nematodes were 0-40 nematodes/ plant
and 0-44 nematodes/ 100 g dry soil in Karaman and 0-80 nematodes/ plant and 0-111
nematodes/ 100 g dry soil in Konya province. It was found P. thornei were in 69
locations, P. neglectus was in 7 locations, P. vulnus was in 17 locations and H. filipjevi
was in 31 locations. Morphological and molecular study results were in agreement for
species identification.

Keywords: Cereal, wheat, barley, root lesion nematode, cereal cyst nematode, PCR,
ITS-rRNA,
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1. GIRIS

Nematodlar, yeryiiziinde bulunan en yaygin canli gruplarindan birisidir (Boucher ve
Lambshead, 1994). Hayvanlar aleminin Nematoda subesinde 100 bin ile 1 milyon
arasinda tiiriin oldugu bildirilmektedir(May, 1988; Hammond, 1992; Lambshead, 1993;
Coomans, 2000 Gozel ve ark., 2016). Ancak bu tiirlerin ¢ok biiyiik bir kismi heniiz
tanimlanamamistir (Hugot ve ark., 2001; Coomans, 2002). Teshisi yapilan nematodlarin
yaklagik % 50’si tuzlu sularda (deniz/okyanus) , diger % 50 ise hayvanlarda, toprak ile
tatli sularda serbest yasam formunda ve bitkilerde parazit olarak hayatlarina devam
etmektedir. Serbest yasayan nematodlar hali hazirda topraktaki organik maddeler
lizerinde yasayan alg, fungus ve bakteri gibi organizmalar ile beslenir. Bir kismi1 ise
karnivor Ozellik gosterir. Parazit yasayan nematodlarin ¢ogu bitki ve hayvan
yetistiriciliginde biiyiik ekonomik kayiplara sebep olurken bazi tiirler insanlarda da
ciddi hastaliklara neden olmaktadir (Manzanilla-Lopes ve ark., 2004). Diger parazit
nematodlarin  konukgular1 zararli boceklerdir, entomopatojen nematodlar diye
adlandirilan bu tiirler biyolojik miicadelede zararli etmeni olarak boceklerin kontroliinde

etkin olarak kullanilirlar (Gozel ve ark., 2016).

Bitki paraziti nematodlarla ilgili ilk arastirmalar, 19. yiizyilda kiiltiir bitkilerinde
olusturduklar1 zararlarin bilim insanlar1 tarafindan fark edilmesiyle baslanmistir.
Nematolojik ¢alismalar, fitopatoloji ile ilgili yapilan ¢aligmalardan 40 yil, entomolojik

caligmalardan 60 y1l sonra baglamistir (Thorne,1961).

Zararli grubu igerisinde yer alan bitki paraziti nematodlarin birgok tiirii farkli kiiltiir
bitkilerinin ¢esitli aksamlarinda beslenerek 6nemli oranda {iriin kayiplarina neden
olmaktadir (Ocal, 2012). Bitki paraziti nematodlarin bitkilerdeki zararlari, solgunluk,
sararma, kivrilmalar, kiit kok olusumu, bitki besin maddesi eksikligine benzeyen
simptomlar, bodurlasma, koklerde gal (ur) meydana gelmesi, kok i¢ ve disinda
clirimeleri, koklerde asir1 dallanmalar, meyvesi toprak alt1 olan bitkilerde yumusamalar,
tohum ve meyvelerde deformasyonlar sonucunda verim azalmalart olarak belirtiler
ortaya ¢cikmaktadir (Kepenekci, 2012a).

Elekcioglu ve Gozel (1997) yilinda yaptig1 bir ¢alismada Dogu Akdeniz Bolgesinde
bugday bitkisinde yiiksek populasyonlarda tiirler olarak belirlenen Paratrophurus



acristylus, Pratylenchus thornei ve Paratylenchus spp.” nin tarla kosullarinda dane
verimini % 36 oraninda diisiirdiigiinii belirlemislerdir. Ulkemizde 2002-2005 yillari
arasinda I¢ Anadolu bolgesinde gergeklestirilen ¢alismalarda, yetistirilen kislik bugday
cesitlerinde H. filipjevi’ nin % 5-50 oraninda verim kaybina neden oldugu tespit
dilmistir (Nicol ve ark., 2004).

Ayrica nematod zarari sebebi ile bakteri, fungus, virlis faaliyetleri i¢in daha kolay ortam
saglayarak hastalik siddetini arttirabilmektedir. Ayrica nematodlar bu fitopatojen
mikroorganizmalar1 saglikli bitkilere naklederek de dolayli olarak zarar vermektedir.
Dorylaimida takimina iginde bulunan bazi nematod tiirlerinin viriis vektorii olarak
gorev yaptigi bilinmektedir (Brown ve ark., 1995). Longidoridae familyasi iginde
bulunan Xiphinema cinsine ait 172 tiirden 7 tiir ile Longidorus cinsi igerisinde bulunan
83 tiirden 7 tiir viriis vektorii olarak bilinmektedir. Paratrichodorus ve Trichodorus

cinslerine ait 50 tiirden 13 tiir viriis vektorii olarak bulunmustur (Weischer, 1993).

Tiirkiye’de 2011 yilinin ortalarina kadar iilke igerisinde 48 bolge ve 66 ayr1 konukcuda
240 bitki paraziti olan nematod tiirii tespit edilmistir (Kepenekgi, 2012a). Diinya
genelinde yapilan surveylere dayanarak nematodlarin olusturdugu yillik verim kaybinin
% 12,3 oldugu diisiiniilse de bununla beraber bu rakamin bazi bitkiler igin % 20’lere
yaklagmakla birlikte sebzelerde ise bu oranin %80’e kadar varabildigi bildirilmektedir
(Sasser ve Freckman, 1987). Diinyada baslica iiretilen bugdayda %7 iiriin kayb1 5,8
Milyar Dolar (Sasser, 1987), sebzelerde ise %20’ ye (Meleidogyne spp. %50-80)
ulagmaktadir (Siddigi, 1986). Bu kayiplarin parasal acgidan degeri yilda 100 milyar
Amerikan Dolarin1 asmaktadir (Oka ve ark., 2000).

Ulkemizde tahil iiretimi dnemli bir yer arz etmektedir. TUIK in 2017 yili verilerine gore
tilkemizde 111.080.325 da alanda 36.132.767 ton (Celtik ve Misir dahil) tahil tiretimi
gerceklesmistir (TUIK, 2018). Konya ve Karaman illeri yurdumuzda tahil
yetistiriciliginin en fazla yapildigi alanlardir. Tirkiye’de toplam tahil iiretiminin %
10,93 nii karsilamaktadir. En fazla paya sahip olan Konya’da 2017 yil1 TUIK verilerine
gore 11.012.102 da alanda 3.736.520 ton tahil iiretimi yapilmakta olup, bugday tiretimi;
7.461.539 da alanda 2.192.410 ton olup bunun yaninda 2.725.404 da alanda 873.016 ton
arpa yetistiriciligi yapilmaktadir. Karaman ilinde ise; 1.938.960 da alanda 715.057 ton
tahil iretimi yapilmakta olup, bugday iiretimi; 931.758 da alanda 237.414 ton olup



bunun yaninda 611.987 da alanda 185.986 ton arpa yetistiriciligi yapilmaktadir (TUIK,
2018). Bolgede tahil yetistiricilik donemi tiirline gore degismekle birlikte Eyliil-EKim

aylar1 ile Temmuz-Agustos aylar1 arasindadir.

Bolgede yillik iiretimden 2015 yil1 verilerine gore bugdayda 314 kg/da, arpa 310 kg/da,
cavdarda 341 kg/da verim almmustir (TUIK, 2018). Bélgede tahil iiriinleri, sulanir
kosullarda ve kira¢ kosullarda yetistirilmektedir. Ozellikle sulanamayan alanlarda
kuraklik stresinin yaninda biyotik faktorlerin etkisiyle de 6nemli verim kayiplari
gorilmektedir. Tahil yetistiricili§inde sorun olusturan etmenlerden biri de bitki paraziti
nematodlardir. Bitki parazit nematodlarin Orta Anadolu Bolgesinde bugday veriminde
%350’ lere varan kayiplara neden oldugu belirlenmistir. Orta Anadolu Bolgesinde tahil
yetistiriciliginde onemli zarar yapan bitki paraziti nematod tiirleri tahil kist nematodu

(Heterodera spp.) ve hareketli olan kok yara nematodlar: (Pratylenchus spp.)’dir.

Nematodlarin zarar sekillerinin ve konukgular1 ile iligkilerinin incelenmesi igin
taksanomik smiflandirma gerekmektedir. Bu kapsamada yapilan ilk caligmalarda
1980’lere kadar morfolojik o6zellikler ve morfometrik Olgiimler kullanilmistir.
Morfolojik olarak dis goriiniislerindeki farkliliklar, nematodlarin viicut yapilarindaki
Olclimlerine dayanan morfometrik sonuglar, nematod teshisinde kullanilmaktadir. Fakat
morfolojik teshis asamalarinin zorlugu, zaman almasindan dolayr uzun zamanda az
miktarda sayim yapilmasit dezavantajlarin basinda gelmektedir. Ayrica uzmanlik

gerektirmesi ve bu konuda yeterli teknik bilgiye sahip kisi sayisinin azdir (Gozel ve
ark., 2016).

Bu tez ¢alismasi ile;

e Ulkemizin tahil ambar olarak bilinen Konya ve Karaman illeri ve ilgelerinde
tahil yetistiriciligi yapilan alanlarinda kapsamli bir survey yapilarak tahil kist ve
kok yara nematodlarinin tiirlerinin tespiti gerceklestirilmistir.

e Yurdumuzda da 2002-2005 yillari arasinda Orta Anadolu bdolgesinde
gerceklestirilen ¢alismalar (Nicol et al, 2004) ile bizim c¢alimamiz
gbzlemlenmistir.

e Bunun yaninda nematod populasyon diizeyleri tespit edilmistir. Tez ¢aligmasi

kapsaminda nematodlarin morfolojik ve kok yara nematodlarinin 26S-rDNA D3



ve tahil kist nematodlarmin ITS-rDNA bdlgelerinde tiire spesifik primerler
kullanilarak molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmistir.

Karaman ilinde daha once kist nematodlart ile ilgili bir molekiiler karekterisayon
yapilmamistir. Bizim ¢alismamiz ilk niteliktedir.

Elde edilen populasyonlarin filogenetik iligkileri ortaya konulmustur.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Tahillar, diinyada ve yurdumuzda insan beslenmesinde vazgecilemez bir besin
kaynagidir. Diinya {iizerinde bugday, musir ve piring en fazla iretilen iriinlerdir.
Yurdumuzdaki iki farkli iklim kusagi ¢esitli tahil {irtinlerinin yetistirilmesine olanak
saglamaktadir. Yurdumuzun orta ve gecit kusagi bolgelerinde yogun olarak kislik ve
gecit kusagr bugday cesitlerinin yetistiriciligi yapilir iken, kiyr kesimlerinde yazlik
bugday ve arpa cesitleri yetistirilmektedir. Bunun yaninda, yetistiricilikte verimi
sinirlayan  gerek abiyotik gerekse biyotik etmenlerin etkisi altinda oldugu
unutulmamalidir.  Yurdumuzda i¢ kesimlerde su, bitki gelisimini sinirlayan bir
faktordiir. Bu nedenle yaygin olarak nadas sistemi uygulanarak bugday, arpa ve cavdar

yetistiriciligi yapilmaktadir (Kinaci, 2000).

Yurdumuzda Orta Anadolu Bolgesi’nde zararli boceklerden siine, toprak kokenli
hastalik etmenlerinden kok ciiriikliigii ve bitki paraziti nematodlar miicadele edilmesi
gereken biyotik stresler olarak islah programlarinda oncelikli olarak yer almaktadir
(Morgunov ve ark., 2015). Bitki paraziti nematodlar diinyada bitkisel liretimde yillik
%8,8-14,6 arasinda degisen tretim kaybina neden olmaktadir (Nicol ve ark., 2011).
Diinya’da yaygin olarak tahil iiretiminde zarara neden olan bitki paraziti nematod tiirleri
kist nematodlar1 ve kok yara nematodlaridir (Sikora, 1988). Bu nematod tiirleri diinyada
genelinde genis bir yayilima sahiptir. iklim kosullar1 ve toprak 6zellikleri nematod
tiirlerinin dagilimin etkileyen dnemli faktorlerdir. Diinyada oldugu gibi yurdumuzda da
tahil Uriinleri yetistirilen alanlarinda yaygin olarak zarar yapan nematod tirleri Kist

nematodlar1 ve kok yara nematodlaridir.
2.1. Tahil Kist Nematodlari ile ilgili Cahismalar

Yurdumuzda farkli iklim kosullarina ve farkli toprak yapisina sahip cografi bolgelerde
tahil kist nematodlarinin tiirleri baskin olarak bulundugu 6nceki c¢alismalarda tespit
edilmistir. Ulkemizde tahil kist nematodlarindan Heterodera filipjevi tiirii en yaygin tiir
olmakla birlikte H. latipons ve H. avenae tiirleri de bulunmaktadir. Orta ve Dogu
Anadolu bolgesinde H. filipjevi tiirii hakimken (Yavuzaslanoglu ve ark., 2012; Toktay
ve ark., 2015), Marmara, Ege, Giiney Dogu Anadolu ve Dogu Akdeniz bolgelerinde

H.latipons ve H. avenae tiirleri yaygmtiir olarak bilinmektedir (Misirlioglu ve Pehlivan,



2007b; imren ve ark.., 2012; 2015). Tahil kist nematodlarmin dagiliminda ekolojik
sartlar etkili olmaktadir. Heterodera filipjevi tiirii Orta ve Dogu Anadolu’ da serin iklim
kusaginda gelismekte iken i1liman iklime sahip olan Giiney Dogu Anadolu, Dogu
Akdeniz, Ege ve Marmara Bolgelerinde H. avenae ve H. latipons tiirlerinin gogunlukta

oldugu goriilmektedir.

Restriksiyon parga uzunluk polimorfizmi ile Meloidogyne arenaria ve M. javanica
tiirleri kolayca birbirinden ayirt edilebilmistir (Curran ve ark., 1985). RFLP yontemi ile
kist nematodlar1; Heterodera filipjevi, H. avenae, Globodera rostochiensis ve G. pallida
tirleri kolayca birbirinden ayirt edilmistir (Ferris ve ark.,1993, 1994; Fleming ve
Powers, 1998; Subbotin ve ark., 1999; Yan ve Smiley, 2010; Ulutas ve ark., 2012;
Gozel ve ark., 2016).

RAPD yontemi ayni tiirler icindeki izolatlar arasindaki varyasyonlarin belirlenmesinde
kullanilir (Dong ve ark., 2001; Cofcewicz ve ark., 2005). RAPD yontemi ile bir¢ok
Globodera spp., Heterodera spp. ve Meloidogyne spp. bitki paraziti nematod gruplari
karakterize edilmistir (Boiteux ve ark., 2000; Silva ve ark., 2000; Zijlstra ve ark., 2000;
Ambrogioni ve Irdani, 2001).

Saglam ve ark. 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Heterodera spp. tiirlerinde Tiirkiye
(9), Cin (4), Tunus (1) ve Fransa (5)’ dan toplamda 19 nematod popiilasyonu toplanmis
ve RFLP, RAPD yontemleri ve sekanslama kullanilarak molekiiler olarak teshisleri
yapilmistir. Her bir Heterodera tiiriinden 4 kist {izerinden DNA izolasyonu yapilmis ve
ITS bolgesi (ITS 1 ve ITS 2) PZR ile ¢ogaltilmis. Dort kesim enzimi (Alul, Hhal,
BsuRI ve Bsh1236) ve 12 farkli RAPD primeri (OPA1, OPA2, OPA3, OPA4, OPAS,
OPA6, OPA1S8, OPD13, OPH8, OPF19, OPG2 ve OPK 16) kullanilarak tiirler arasinda
tanimlamada kullanilan bandlar olusturulmustur. Orta Anadolu’dan toplanan kistlerin
hepsinin Heterodera filipjevi tiiriine ait oldugu sekanslama caligmasi neticesinde

belirlenmistir (% 99 sekans benzerligi).

Imren ve ark. (2011), Dogu Akdeniz Bolgesi’nde Gaziantep, Kilis, Hatay,
Kahramanmarag ve Mardin illeri bugday alanlarindan elde edilen toplam 14 popiilasyon
tizerinde yaptiklar1 ¢alismada Heterodera avenae type A (Hatay), Heterodera avenae
type B (Mardin), Heterodera filipjevi (Kahramanmaras), Heterodera latipons (Mardin,

Gaziantep, Kilis) olmak Ttzere 3 farkli tahil kist nematodu tiirliniin varlig
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saptamiglardir. Calismalarda PCR-RFLP primerleri ve farkli endoniikleaz enzimleri

(Alu I ve Pst I) kullanilmistir.
2.2. Tahil Yara Nematodlari ile flgili Cahsmalar

Benzer sekilde Orta Anadolu Bolgesinde yara nematodlarinin dagiliminda da
degisiklikler bulunmaktadir. Pratylenchus thornei ic Anadolu Bélgesinde diizenli bir
dagilima sahip degil iken P. neglectus tiiri nematodlar giiney kesimlerde Konya
yoresinde yogun olarak bulunmaktadir. Bu durumun toprak tekstiirtine bagli olarak
gerceklestigi  Onceki ¢alismalarda saptanmustir. (Yavuzaslanoglu ve ark., 2012).
Nematodlarin dagilimlarinda oldugu gibi tireme hizin1 da iklim ve toprak kosullari
onemli oranda etkilemektedir. Yetistirilen bugdaym genotip yapisi rekabet etmesi,
toprak ve iklim kosullarindan etkilenmektedir. Bu etkenlere bagli olarak nematod
yogunluklarinda yillara gore degisiklikler olmakta ve verimde beklenmeyen
degisiklikler goriilebilmektedir. Yukarida belirtilen sartlara bagli olarak toprakta
potansiyel zararli olarak bulunan nematod populasyonun bitkisel {iiretim yapilan
alanlarda surekli kontrol altinda olmasi, bitki koruma Onlemlerinin zamaninda ve etkili
bir sekilde uygulanmasi biiyiik 6nem teskil etmektedir. Yetistiricilik alanlarinda verimli
bir {iretimin siirdiiriilebilirliginin saglanmasi igin sistematik olarak gelistirilmelidir.
Avustralya’da ger¢cek zamanli PZR yontemiyle 1990’11 yillardan itibaren treticiler ile is
birligi icerisinde iiretim alanlarmin  biyotik streslerler bakimindan takibi

gerceklestirilmektedir (Ophel-Keller ve ark., 2008).

Morfolojik teshis uygulamalari taksonomik g¢alismalar i¢in vazgecilmez bir 6zelliktir.
Tahillardan 6nemli zarara neden olan tahil kist nematodlarinin teshisinde kistlerin vulva
kesitlerine ve ikinci asama larvalar incelenerek morfolojik kriterler ve morfometrik
Olcimler gergeklestirilmektedir. Tahil kist nematodlarinin teshisinde kullanilan
morfolojik ve morfometrik kriterler Handoo (2002) tarafindan ayrintili olarak
verilmistir. Pratylenchus tiirlerinin morfolojik teshisleri ayr1 ayr1 “CIH descriptions”
serisinde yaymlanmustir. Ornegin, P. thornei’ nin morfolojik teshis tarifi Fortuner ve

ark. (1977a) tarafindan agiklanmistir.

Molekiiler markor teknikleri, biyoloji dalinda gectigimiz yirmi yilda devrim etkisine
sepep olmus olup, bireyler arasindaki DNA dizilerinin farklarini ortaya c¢ikaran

uygulamalardir (Filiz, 2011). Molekiiler markérler, genom ig¢inde bulunan bir DNA
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pargasinin farkliliklarini temsil etmis olup ve bu farkliliklar eklemeler, silinmeler, yer
degistirmeler, mutasyon gibi olaylardan meydana gelebilir. DNA destekli molekiiler
markorler taksonomi, fizyoloji, embriyoloji ve genetik miihendisligi vb. alanlarda

kullanilan ¢ok yonlii araglardan biridir (Schlotterer, 2004).

Glinlimiizde nematod tiirlerinin teshisinde morfolojik ve morfometrik kriterlerin
yaninda molekiiler tekniklerin kullanilmasi, bilimsel ¢aligmalar1 6nemli oranda
kolaylastirmis ve giivenilir sonuglarin elde edilmesini saglamislar. Rutin ¢alismalar ise
molekiier tekniklerin ilerlemesi ile 6nemli oranda hiz kazanmistir. Molekiiler markorler
tekniklerinin nematod taksonomisinde kullanildigi ¢ok sayida ¢alisma vardir (Hussey,
1979; Platzer, 1981; Fox ve Atkinson, 1986; Curran, 1991; Hyman ve Powers, 1991,
Gozel ve ark., 2016). Nematodlarin tiir teshisinde; RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), Mikrosatellit,
Minisatellit, RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region) ve SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

yontemleri kullanilan baslica yontemlerdir (Gozel ve ark., 2016; Imren, 2015).

Tahil iirlinlerinde yaygin olarak bulunan tahil kist ve kok yara nematodlarinin teshisi
icin PCR temelli spesifik primerler kullanilarak yapilan uygulamalar son noktadadir
(Toumi ve ark., 2013; Yan ve ark., 2013; Imren ve ark., 2015; Toktay ve ark., 2015).
Bunun yaninda toprak 6rneklerinden elde edilen patojenlerin miktarini belirlemek icin
kullanilan “gercek zamanli PZR” teknigi tahil kist nematodlarindan H. avenae ve H.
latipons’ un farkli populasyonlarinin kantitatif ayrimini saglanmigtir (Toumi ve ark.,
2015a). Kok yara nematodlarindan Pratylenchus thornei’de ayni teknik kullanilarak
kantitatif olarak tespit edilebilmektedir (Yan ve ark., 2012). Bu ¢alismlarin yaninda
tahil kist nematodlarinin molekiiler teshisinde RFLP yontemide basarili bir sekilde
kullanilmigtir (Abidou ve ark., 2005; Yan ve Similey, 2010; Yavuzaslanoglu ve ark.,
2012; imren ve ark., 2012; Ahmedi ve Tanha-Maafi, 2014).

Hiicre icerisinde ribozomal RNA ve proteinlerden olusan ribozomlar, biiyiik ve kiigiik
alt birimlere ayrilir. Okaryot hiicrelerdeki biiyiik alt birim (LSU) 5S, 5.8S ve 28S’den,
kiiciik alt birim (SSU) 18S’den meydana gelir. Ribozomal DNA igerisindeki ITS
(Internal Transcribed Spacers) bolgeleri tekrarlanan bolgedir. Ayrica burada 5¢ ETS
(External Transcribed Sequence), 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 28S rRNA ve 3¢



ETS bolgeleri bulunur. Ribozomal RNA tekrar biriminin ITS boélgesi ile sitokrom
oksidaz II ve 16S genlerini ayiran mitokondriyal bolge taksonomik ¢aligsmalarda 6neme
sahip bolgelerdir. Bu her iki bolge de nematodlarin tanimlanmasinda kullanilir (Powers
ve Harris, 1993; Reid, 1994; Hominick ve ark., 1996). 18S ve 5.8S arasinda yer alan
ITS1 ve 5.8S ile 28S arasinda bulunan ITS2 ribozomal RNA (rRNA) genleri dizi
analizlerinde de siklikla kullanilan hedef DNA bolgeleridir.

ITS bolgeleri baslangigta cinsler arasi ayrimlarda kullanilirken hali hazirda tir igi
ayrimlarda dahi kullanilabilmektedir, 28S ve 18S rRNA arasinda yer alan IGS (Inter-
Genetic Spacer) bolgeleri ise daha ¢ok kok-ur nematodlarinin tiir teshisinde
kullanilmaktadir (Petersen ve Vrain, 1996). ITS ve IGS bolgeleri diger rRNA
bolgelerinden daha degisken olduklart g6z 6niinde bulundurursak 6zellikle tiir ve alttiir
calismalarinda tercih edilir. Caenorhabditis elegans tiiriine ait 18S ve 26S ribozomal
gen dizileri 1992 yilinda bitki paraziti nematod calismalarinda ilk kez kullanilmigtir
(Vrain ve ark., 1992). ITS bolgelerinin dizileri kullanilarak bir¢ok bitki paraziti

nematod tiiriinlin tanimlanmasi saglanmistir (Gozel ve ark., 2006).

Tahil kist nematodlar1 {lizerinde yapilan filogenetik calismalarda iilkemizde Dogu
Anadolu bolgesinde H. filipjevi populasyonlart arasinda genetik farkliliklar
belirlenmistir. Dogu Akdeniz bolgesinde ise popiilasyonlarda bulunmamistir. Bunun
tersi olarak Dogu Anadolu Bolgesinde bulunan H. latipons popiilasyonlarinda genetik
cesitlilik bulunmazken, Dogu Akdeniz Bolgesinde H. latipons popiilasyonlar: arasinda
genetik varyasyon bulundugu tespit edilmistir (Toktay, 2015; imren, 2015). Ayrica I¢
Anadolu Bolgesinde dagilim gosteren tahil kist nematodlarinin arasindaki genetik
cesitlilik arastirilmamustir. Ulke genelinde kok yara nematodlar: ise ekonomik zarar
acisindan ikinci sirada degerlendirilmektedir. Yurdumuzun giliney kesimlerinde ve
Konya yoresinde yliksek populasyon diizeyinde tespit edilen (Yavuzaslanoglu ve ark.,
2012) Pratylenchus tiirlerine de 6nem verilerek bu alanda detayli olarak arastirilmasi

amaclanmastir.



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismanin ilk asamasinda Konya ve Karaman illerinde merkez ve ilgeler 7 alt bolgeye
ayrilarak Ornekleme gerceklestirilmistir. Kok yara nematodlarinin toprak ve bitki
orneklerinde tespiti i¢in Orta Anadolu kosullarinda ilkbaharda topragin isinmastyla
nematodlarin toprakta sayilarinin artmaya basladig1 ve gelisen tahillarin bitki koklerine
giris yaptiklari Nisan ve Mayis aylar1 Ornekleme zamani olarak belirlenmistir.
Calismada kok yara nematodlar1 i¢in 6rnekleme birinci donem oOrnekleme olarak
adlandirilmigtir. Tahil kist nematodlarinin 6rneklenmesi igin kistlerin olustugu Temmuz
ve Agustos aylar1 2. donem &rnekleme olarak belirlenmistir. Ilgelerdeki 2015 yili
bugday ekilis alanlar1 g6z 6niinde bulundurularak il¢eyi temsil edecek sekilde 2016 ve
2017 yillarinda sistematik olarak o©rnekler alinmistir. Nematod ile ilgili yapilan
arastirmalarda Southey (1986)’ in 40-50 da’lik bir alanda 50-60 degisik noktadan
numune alinmasi oOnerisi uygulanmustir. Orneklenecek tarla iginde 10-15 adim
yiirlinerek 6rnek alinmaya baslanmistir. Tarla icinde zig zag seklinde yiirlinerek 10-15
adimda bir 15-20 noktadan bitki ve toprak 6rnegi alinmustir. Orneklerin alinmasinda
uctaki 30 cm’lik kismi yari silindirik ve ¢ap1 25 mm olan toprak sondasi kullanilmistir.
Alinan toprak o6rnekleri karistirilarak bir plastik posette toplanmis ve agzi1 kapatilarak
buz kaliplar1 arasinda termostatli kutular iginde laboratuara getirilmistir. Bitki
orneklerinin alinmasinda, bitkinin fenolojisi ve hedef nematod tiirlerinin biyolojik

Ozellikleri dikkate alinmistir. (imren 2009; Sahin 2010; Ocal 2012).

Bitki ornekleri de toprak Orneklerinde oldugu sekilde 15-20 adet olmak iizere plastik
posetler i¢inde buz kaliplar1 arasinda laboratuvara getirilmistir. Orneklenen bugday

tarlalarinin GPS aleti ile konumu kayit edilmistir (Sekil 3. 1).
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Sekil 3 1 Bitki ve toprak numunelerinin alimigini gosteren resimler.

3.2. Bitki veToprak Orneklerinden Nematodlarin Elde Edilmesi
3.2.1. Hareketli Nematodlarin Ayrilmasi

Toprak ve bitki o6rneklerinden hareketli nematodlarin ayrilmast Hooper (1986a)
tarafindan Onerilen “Baermann Huni Y6ntemi” nin modifiye edilmis hali olan petri kab1
teknigi kullanilarak gerceklestirilmistir. Toprak orneklerinden hareketli nematodlarin
ayrilmasi i¢in 100 g toprak 6rnegi dnceden pecete yerlestirilmis elek iizerine yayilarak,
petri kabinmn i¢i suyla doldurulmustur. Nematodlarin suya ge¢mesi igin 2 giin
beklenmistir. 2 giin sonunda i¢inde nematodlarin bulundugu su bir meziir igerisine
aktarilarak agirliklar ile dibe ¢okmeleri i¢in 2-3 saat beklenmistir. Siire sonunda iist
kisimdaki su uzaklagtirilarak alt kisimdaki su 15 ml’lik deney tiipiine aktarilmis ve
nematodlarin i¢inde bulundugu suyun hacmi 1 ml’ye azaltilmistir. Boylece sayim i¢in

nematod 6rnegi hazirlanmistir.

Ayni islemler 1 cm uzunlugunda kesilerek bitki oOrneklerine de uygulanmustir.

Nematodlarin ayrilmasi i¢in her bir lokasyondan 3 bitki 6rnegi kullanilmistir.

Hazirlanan 6rneklerden 50 mikrolitre alinarak nematodlarin cins diizeyinde sayimlari
gerceklestirilmistir. Her bir nematod cinsi i¢in sayilan deger 20 ile ¢arpilarak 1 ml 6rnek
icindeki dolayistyla 100 g taze topraktaki veya bitki basina her bir cinse ait toplam

nematod sayis1 belirlenmistir. Morfometrik ve molekiiler tespit i¢in saklanmuistir.
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Toprak orneklerinin nematod sayim sonuglarimin standart olabilmesi i¢in 100 g kuru
topraktaki sayisi olarak sunulmustur. Bu amagla, toprak érneklerinden 10 g numune 90
°C’ deki firinda 2 gece bekletilerek toprak icerisindeki nemin uzaklasmasi saglanmistir.
Yiiz gram topraktaki nem miktar1 hesaplanarak nematod sayilari, oranti ile 100 g kuru

topraktaki sayiya ¢evrilmistir (Sahin, 2010).
3.2.2. Kist Nematodlarimin Ayrilmasi

Temmuz ve Agustos aylarinda alinan toprak orneklerinden tahil kist nematodlarinin
(Heterodera spp.) olusturdugu kistlerin ayrilmasi i¢in metod olarak “elek ekstraksiyon
metodu” kullanilmistir (Hooper, 1986a). Bu yontemde 250 g toprak 6rnegi bir kabin
icine konularak sabit basingta merkez kag¢ kuvveti siirekli akan su altinda yikanmis ve
Kistlerin 850 ve 250 um elek ¢apina sahip eleklerden gegirilerek toprak partikiillerinden
ayrilmast saglanmistir. Kistler 250 pm’lik elek {izerinde organik madde ile birlikte
tutulmustur ve stereo mikroskop altinda toplanmistir. Bitki ornekleri ise mikroskop
altinda incelenerek bitki koklerine yapisik bulunan kistler toplanmistir (Sahin, 2010).

Elde edilen kistler morfolojik ve molekiiler tayin i¢in muhafaza edilmistir.
3.3. Nematodlarin Daimi Preparatlarinin Yapilmasi
3.3.1. Hareketli Nematodlarin Daimi Preparatlarimin Yapilmasi

Toprak ve bitki Orneklerinde tespit edilen kok yara nematodlarin cins diizeyinde
ayrilarak lam tizerinde tiir teshisi i¢in daimi preparatlari hazirlanmistir. Bu amacla
orneklerin sayimi tamamlandiktan sonra nematodlar1 igeren siispansiyon Hooper
(1986b) tarafindan belirtildigi sekilde 65 °C’deki su banyosu icinde 2 dakika
bekletilerek oldiiriilmiis ve 1 ml TAF soliisyonu (7 ml % 40’ lik formaldehid + 2 ml
trietanolamin + 91 ml saf su) eklenip 2 giin bekletilerek fikse edilmistir. Daha sonra
fikse olmus nematodlar 5 cm c¢apinda plastik petrilere aktarilip oda sicakliginda
kurutulmustur. Kuruyan orneklerin tizerine 6ncelikle 20 birim % 95°1ik etanol, 1 birim
gliserin ve 79 birim saf su igeren Seinhorst soliisyonu-I eklenerek laboratuvar ortaminda
kurutulmustur. Daha sonra 95 birim % 95’lik etanol ve 5 birim gliserin igeren
Seinhorst-11 eklenip oda sicakliginda kurumasi saglanarak nematod Ornekleri saf
gliserin i¢ine alinmistir. Gliserin igerisindeki nematodlar mikroskop altinda cinslerine

gore ayrilarak lamlarin iizerine yerlestirilmistir. Ornek bulunan lamlar parafilm halka
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araciligiyla lamel ile yapistirilip etrafi cilalanarak tiir teshisleri i¢in muhafaza edilmistir.
Tiir teshisleri ilgili referans kaynaklar kullanilmis olup 6nemli taksonomik kriterlerin

Olctimii ve morfolojik 6zelliklerine gore gergeklestirilmistir
3.3.2. Kist Nematodlarinin Daimi Preparatlarinin Yapilmasi

Kist nematodlarinin morfolojik ve morfometrik olarak belirlenmesi amaciyla, kistlerin
vulva kismi bisturi yardimiyla kesilmistir. Kesitler parafin halka igeren lam {izerine
damlatilmis gliserin igine konularak, lamel ile tizeri kapatilmis ve etrafi cila ile

cevrilerek sabitlenmistir (Hooper, 1986b).
3.4. Nematodlarin Morfolojik ve Morfometrik Tiir Teshisleri

Nematod taksonomisinde kullanilan baslica karakterler; genel goriinim (Fiksasyon
sekli, Anniil), bas bolgesi ( Bas kaidesi, Ampnid vb.), Ozofagus (Median Bulb, Corpus
vb.), kuyruk bolgesi ( Phasmid, Scutellum vb.) dir (Siddiqi, 2000).

Tahil Yara Nematodlar1 Siddiqi (2000)’ e gore nematodlarin teshislerinde esas alinan

morfometrik ve allometrik 6l¢iimler asagida belirtilmistir;
n = Olgiimii yapilan nematod says1

L = Viicudun tiim uzunlugu

a = Viicut uzunlugu + viicudun en genis yeri

b = Viicut uzunlugu + Oesaphagus' un bagirsagaa gecis bolgesi ile viicudun en 6n ucu

arasindaki uzaklik

b' = Viicut uzunlugu + Oesaphagal bezlerin posteriér ucu ile viicudun en 6n ucu

arasindaki uzaklik
¢ = Viicut uzunlugu + kuyruk uzunlugu
¢'= Kuyruk uzunlugu + Aniisteki viicut genisligi

%m = Styletin 6n kisminin uzunlugu x 100 + styletin tiim uzunlugu
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%MB = Viicudun en 0n ucu ile median bulb merkezi arasindaki uzaklik x 100+

Oesaphagus' un tiim uzunlugu

O = Dorsal oesophagal bez agikliginin stylet tokmaklara uzakligi x 100 =+ styletin tiim

uzunlugu

Liban: Bas bolgesindeki anniillerin sayisi

Stylet: Styletin 6n ucundan tabana kadar olan tiim uzunlugu

Kuyruk: Aniisten kuyruk ucuna kadar olan uzunluk

Ran: Aniisten kuyruk ucuna kadar olan anniillerin sayis1

R = Viicuttaki toplam anniil sayisi

Roes = Oesophagus boyunca viicut anniillerinin sayis1

Rex = Anterior uctan bosaltim deligine kadar viicut anniillerinin sayis1
RV= Anterior ugtan vulvaya kadar viicut anniillerinin say1s1

RVan = Vulva-aniis arasindaki viicut anniillerinin say1si

Disiler i¢in:

%YV = Viicudun 6n ucu ile vulva arasindaki uzaklik x 100 + viicudun tiim uzunlugu

%V’ = Viicudun 6n ucu ile vulva arasindaki uzaklik x 100 <+ viicudun On ucu ile aniis

arasindaki uzaklik

VL/VB = Vulvanin posteridr uc ile vulva arasindaki uzaklik + viicudun 6n ucu ile vulva

arasindaki uzaklhik
G1= On ovariumun uzunlugu x 100 + viicudun tiim uzunlugu
G2 = Arka ovariumun uzunlugu x100 + viicudun tiim uzunlugu

T/VA = Kuyruk uzunlugu + vulva ile aniis arasindaki uzaklik
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Erkekler i¢in:

%T= Cloaca ile testis sonu arasindaki uzaklik x 100 + viicudun tiim uzunlugu
Spic= Spicule uzunlugu

Gub= Gubernaculum uzunlugu

Tahil kist nematodlarinin morfolojik olarak tiir teshisinde kistlerin ve vulval koninin ise;
kist uzunlugu (boyun kismi hari¢), boyun uzunlugu, kist genisligi, fenestra uzunlugu,
fenestra genisligi, vulva slit uzunlugu, vulva kopriisii genisligi, L/W orani, bullae

varlig1, underbridge uzunluk ve genisligi kriterleri incelenmistir (Handoo, 2002).
3.5. Tahil Kist ve Kok Yara Nematodlarinin Molekiiler Tiir Teshisi

Tahil kist ve kok yara nematodlart tiirleri igin gelistirilmis tiire 6zgli primerler
kullanilarak PZR yoéntemiyle molekiiler tiir teshisleri gerceklestirilmistir. Teshisler
DNA izalasyonu ve PZR olmak iizere iki asamada tamamlanmustir. Tahil kist ve kok

yara nematodlarinin molekiiler teshisleri ayr1 ayr1 agiklanmustir.
3.5.1. Tahil Kist Nematodlari
35.1.1. DNA izalasyonu

Nematod kistlerinden DNA elde edilmesi amaciyla 1 adet kist 1,5 ml’lik eppendorf
tiiptinde 150 pl distile su igerisinde ezilmistir. Daha sonra her bir tilipiin igerisine 150 ul
worm lizis tampon (200mM NaCl, 200 mM Tris-HCI (pH: 8), %]1°lik B-mercaptoetanol
ve 800 pg/ml proteinaz K) (Holterman ve ark., 2006) ilave edilerek drnekler 60 °C’de 2
saat, 99 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Elde edilen DNA ornekleri daha sonra

kullanilmak tizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.
3.5.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Elde edilen nematod DNA 6rneklerinden rDNA-ITS boélgelerinin ¢ogaltilmasi igin 1 pl
template DNA; 23 ul ddH,0, 25 pl Dream Taq PZR Master Mix (2x), 1 er pl ileri ve
geri tire Ozgili primeri bulunan karisim igerisine eklenerek PZR reaksiyonu
gerceklestirimistir (Ferris ve ark., 1993). PZR 1s1 dongiisii 95 °C’de 5 dakika, 6n
denatiirasyon takiben 40 dongli 94 °C’de 30 saniye, 50-64 (primere gore) °C’de 45
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saniye ve 72 °C’de 45 saniye ve 72 °C’de 8 dakika olarak programlanmistir (Toktay ve
ark., 2015; Toumi ve ark., 2015b). Baglanma sicakligi her bir primer i¢in kaynak

makalede Onerilen sicakliga ayarlanmistir (Cizelge 3. 1).

. . L Baglanma Bant
NeTr?i?Eiod Pg r(f;ler P“r(“sffs'?)'z's' Slgakllgl Biiyiikliigii | Kaynak
(°C) (bg.)
_ Yan ve
Heterodera | HfITS-F1 | F: CCCGTCTGCTGTTGAGA 58 170 ark
filipjevi HfITS-R1 | R: ACCTCAGGCTTTTATTATCAC 201"3
. Yan ve
Heterodera | HalTS- F: ATGCCCCCGTCTGCTGA 64 242 ark
avenae R:HalTS- | R: GAGCGTGCTCGTCCAAC 2013
Heterodera | Hlat-actF | F: ATGCCATCATTATTCCTT 50 204 aTﬁ(uml ve
latipons Hlat-actR | R: ACAGAGAGTCAAATTGTG 201"3

Cizelge 3-1 Tahil kist nematodlarinin rDNA-ITS boélgelerinin ¢ogaltilmasi igin kullanilan tiire 6zgii
primerlerin kisa adi, 5°-3” sekans bilgisi, baglanma sicakligi, PCR islemiyle beklenen bant biiyiikliigii ve
kullanilan kaynak makale bilgisi.

Elde edilen DNA iirliniinden 5 pl, % 1,5’luk TAE tamponlu % 1’lik agaroz jelde
100V°da 1 saat elektroforeze tabi tutulmustur. Jel daha sonra 30 dakika 1 mg/ I’lik
etidium bromér iginde boyanarak UV ve blue 1sik altinda gozlenmistir. Belirtilen tiir

icin belirli baz uzunlugunda DNA bantinin elde edilmesi beklenmistir.
3.5.2. Kok Yara Nematodlari

3.5.2.1. DNA izalasyonu

Kok yara nematodlarinin DNA izolasyonu i¢in -20 C’ de 1 saat beklemis 1 adet
nematod 1,5 ml’lik tiipde 0,3 ml ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi igerisinde (0,1 mM Tris-
HCI, 0,05 mM EDTA, 0,2 mM NaCl, % 1’lik SDS, 0,5 mg/ ml Proteinaz K) 65 °C’ de 1
saat inkiibe edilmistir. Elde edilen ¢ozelti fenol/ kloroform igerisinde ekstrakte iglemi
gercelestirilmistir. Ornek DNA” s1 etanol ile ¢oktiiriilerek ayrilmis ve TE (10 mM Tris-
HCI, ImM EDTA, pH: 8.0) iginde tekrar ¢oziilmiistiir (Al-Banna ve ark., 1997).

3.5.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Kok yara nematodlarinin tiir teshisi i¢in 307 niikleotidden olusan 26S-rDNA’ nin D3
uzama bolgesi kullanilmaktadir. Bu bolgenin ¢ogaltilmasi i¢in kullanmilacak tiire 6zgii
primerler Cizelge 3.2°de belirtilmistir. Reaksiyon karigimi toplam 50 pl olacak sekilde
DNA, 600 nM ileri ve geri primer, 250 uM dNTP, 2,5 {inite Taqg DNA polimeraz,
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tampon ¢ozeltisi ve 2,5 mM MgCl, icermektedir. PZR kosullar1 ise 94 °C’* de 5 dakika
On denaturasyon, 35 dongii 94 °C’ de 1 dakikada, 62-68 °C’ de 1 dakika ve 72 °C’ de 1
dakika ve son olarak 72 °C’ de 7 dakika olarak ayarlanmistir (Al-Banna ve ark., 1997).
Baglanma sicakligi her bir primer igin Cizelge 3-2” de o tiir i¢in literatiirde belirtilen

sicaklikta ayarlama yapilmistir.

Elde edilen DNA iirtiniinden 10 pl, % 1,5’lik TAE tamponlu % 1’°lik agaroz jelde 100V
da 1 saat elektroforeze tabi tutulmustur. Jel daha sonra 30 dakika 1 mg/ 1’ lik
etidiumbromiir i¢inde boyanarak UV 1sik altinda gorintiilenmistir. Beklenen baz

uzunlugunda DNA bantinin elde edilmesi ile tiir teshisi gergeklestirilmistir.

Nematod Primer Badlagma pant
. 5°-3” Sekansi Sicakhgr | Biiyiikliigii Kaynak
Tiirit Ad1 A
cC) (b¢)
Pratylenchus Al-Banna ve
neglectus PNEG ATGAAAGTGAACATGTCCTC 63 290 ark., 2004
Pratylenchus PPEN | TAAAGAATCCGCAAGGATAC 62 278 Al-Banna ve
penetrans ark., 2004
Pratylenchus PSCR AAAGTGAACGTTTCCATTTC 63 286 Al-Banna ve
scribneri ark., 2004
Pratylenchus Al-Banna ve
thornei PTHO GAAAGTGAAGGTATCCCTCG 68 288 ark., 2004
Pratylenchus PVUL | GAAAGTGAACGCATCCGCAA 68 287 Al-Banna ve
vulnus ark., 2004

Cizelge 3-2 Kok Izeyon nematodlarinin farkli tiirlerinin teshisi amaciyla 26S-rDNA D3 uzama
bolgelerinin ¢ogaltilmasi igin kullanilan primerlerin kisa adi, 5°-3” sekans bilgisi, baglanma sicakligi,
PCR iglemi ile beklenen bant biiyiikligi ile elde edildigi kaynak makale bilgisi.

3.6. Tahil Kist ve Kok Yara Nematodlarin Arasindaki Filogenetik iligkilerin

Belirlenmesi

Elde edilen nematod populasyonlarinin ve pozitif kontrol olarak kullanilacak olan
nematodlarin genotip analizlerini PAUP programinda gergeklestirilmistir. Sayisal
taksonomi ve multivaryete analiz sistemi yazilimi olan (NTSYSpc, 2.11 versiyonu)
kullanilarak UPGMA dendogramlar1 olusturulmustur. Genetik benzerlik ve uzakliklar

Nei-Li (1979) tarafindan onerilen program kullanilarak hesaplanmustir.
3.7. Verilerin Istatistiksel Analizi

Sorvey calismasinda tespit edilen iller, ilgeler ve ekili iiriinlerde elde edilen

nematodlarin populasyon diizeyleri arasindaki farklar ANOVA ile arastirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bitki ve Toprak Orneklerinin Toplandig1 Lokasyonlar

Konya ve Karaman illeri merkez ve ilgelerden Nisan ve mayis aylarinda 1. donem
ornekleme ve temmuz ve agustos aylarinda ise ikinci dénem olarak sirasiyle 2016
yilinda 185 ve 2017 yilinda 30 olmak iizere toplamda 215 6rnek alinmistir (Sekil 4-1).
Orneklerin alindig il ilge bilgileri ile GPS lokasyonlar1 ve drneklerin alindiginda tarlada
ekili tahil {iriint bilgileri Ek 1° de sununlmustur. Karaman ili merkez ve ilgelerinden
toplam 61, Konya ilinden ise 154 o6rnek alinmustir. Orneklerde bugday ve arpa

tahillariin ekili oldugu kayit edilmistir.

Konys

de

Alanya
(=]

Goaogle SO
Sekil 4-1 2016 ve 2017 yillarinda Konya ve Karaman illerinden tahil yetigtirme alanlarindan 6rneklerin
alindig1 lokasyonlarin harita tizerinde gosterimi (*: bugday, o: arpa).

4.2. Bitki ve Toprak Orneklerinde Kok Yara ve Tahil Kist Nematodlarinin

Bulunma Sikhig1 ve Populasyon Diizeyleri

Karaman ve Konya ilerinde 6rneklenen 215 lokasyondan toprak drneklerinde 49, bitki
orneklerinde 53 lokasyonda kok yara nematoduna rastlanmistir. Tahil kist nematodu

kistleri toprak orneklerinin 60 tanesinde bitki 6rneklerinin ise 8 tanesinde bulunmustur.
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Karaman ilinde alinan bitki ve toprak orneklerinin 13 tanesinde (% 21,3) kok yara
nematoduna rastlanmistir. En fazla nematod dagilimi bitki ve toprak orneklerinde 4
ornegin 2’ sinde Ermenek ilgesinde tespit edilmistir. Sariveliler ilgesinde hi¢ kok yara
nematoduna rastlanmazken, Basyayla il¢esinde bitki ve toprakta iki 6rnegin birinde
goriilmiistiir. Ayranci ilgesinde bitki Orneklerinde hi¢ Pratylenchus tiirlerine
rastlanmazken toprak Orneklerinde 9 ornegin iki tanesinde goriilmiistiir. Karaman
Mekezden alinan 44 adet 6rnegin topraklarinda 8 tanesinde, bitkilerin 11 tanesinde kok

yara nematodlarina rastlanmistir (Cizelge 4-1).
4.2.1. Kok Yara Nematodlar1 Bulunma Sikhg1 ve Populasyon Diizeyleri

Konya ilinden toplanan 154 bitki ve toprak orneginden sirasiyla 40 (% 26) ve 36
tanesinde (% 23,4) kok yara nematoduna rastlanmistir. Toprak orneklerinde en yiiksek
nematod bulunma siklig1 (% 50) Aksehir, Hityiik, Kadinhan1 ve Yalihiiyiik ilgelerinde
elde edilmistir. Bitki Orneklerinde ise Aksehir ve Hilylik ilgelerinde bulunmazken,
Kadinhani ilgesinde 8 oOrnegin 3’ iinde, Yalihiiyiik ilgesinde 4 Ornegin birinde
bulunmustur. Bitki 6rneklerinde en yiiksek Pratylenchus spp. sikliginin % 66,6 orani ile
Altinekin ve Sarayonii ilgeleri ile % 50 orani ile Kulu ilgesinde oldugu belirlenmistir.
Toprak orneklerinde Altinekin ilgesinde ii¢ Ornegin birinde, Sarayonii ilgesinde 6
ornegin ikisinde, Kulu ilgesinde 12 6rnegin ikisinde kok yara nematodu bulunmustur.
Eregli, Ahirli ve Celtik ilgelerinde kok yara nematoduna rastlanmamistir. Glineysinir
ilgesinde 5 ornekten bitki orneklerinde bir lokasyonda, Aksehir ilgesinde 4 ornekten
toprak orneklerinde iki lokasyonda, Altinekin ilgesinde 3 drnekten bitki rneklerinde iki
lokasyonda toprak orneklerinde bir lokasyonda, Beysehir ilgesinde 5 6rnekten bitki ve
toprak Orneklerinde birer lokasyonda, Bozkir ilgesinde 4 oOrnekte birer lokasyonda,
Cihanbeyli ilgesinde 26 6rnekten bitki 6rneklerinde 8 lokasyonda toprak 6rneklerinde 6
lokasyonda, Cumra ilgesinde 11 drnekten bitki drneklerinde bir, toprak drneklerinde 3
lokasyonda, Doganhisar ilgesinde 3 Ornekten bir toprak orneginde, Ilgin ilgesinde 7
ornekten bir bitki Orneginde, Karapinar ilgesinde 8 Ornekten 2 bitki bir toprak
orneginde, Karatay ilgesinde 15 Ornekten 4 bitki ve 4 toprak Orneginde, Selcuklu
ilcesinde 5 drnekten birer bitki ve toprak 6rneginde, Seydisehir ilgesinde 6 drnekten bir
toprak orneginde, Tuzlukgu ilgesinde 6 Ornekten ikiser bitki ve toprak Orneginde ve
Yunak ilgesinde 7 6rnekten birer bitki ve toprak 6rneginde kok yara nematodlar tespit

edilmistir (Cizelge 4-1).
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2 2 = o
_ S, | § 2 z
_ 2 * | 58 | ER | 85 | £3
B = T | 82 | Sz | Bz | Ez
5 | &2 | E& | 82 | 5§
Z = g =
a o) T O
Ayranci 9 2 0 2 0
S Bagsyayla 2 1 1 0 0
g Ermenek 4 2 2 0 0
¥, Merkez 44 8 10 8 1
Sariveliler 2 0 0 0 0
TOPLAM 61 13 13 10 1
% Bulunma siklig1 100 21,3 21,3 16,4 1,6
Eregli 1 0 0 1 0
Glineysmir 5 0 1 1 0
Ahirli 1 0 0 0 0
Aksehir 4 2 0 0 0
Altinekin 3 1 2 2 0
Beysehir 5 1 1 1 0
Bozkir 4 1 1 1 0
Cihanbeyli 26 6 8 10 2
Celtik 3 0 0 0 0
Cumra 11 3 1 4 0
Doganhisar 3 1 0 0 0
= Hiiyiik 2 1 0 0 0
2 Ilgin 7 0 1 4 0
Kadinhani 8 4 3 4 1
Karapmar 8 1 2 1 0
Karatay 15 4 4 5 1
Kulu 12 2 6 4 0
Merkez 2 0 1 1 0
Sarayont 6 2 4 4 1
Selguklu 5 1 1 2 0
Seydisehir 6 1 0 1 1
Tuzlukcu 6 2 2 1 0
Yalihoyiik 4 2 1 1 0
Yunak 7 1 1 2 1
TOPLAM 154 36 40 50 7
% Bulunma siklig1 100 23,4 26,0 325 45

Cizelge 4-1 Bitki ve toprak drneklerinde 2016 ve 2017 yilinda alinan 6rneklerdeki kok yara ve tahil kist
nematodunun bulunma siklig1
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Temmuz ve Agustos aylarinda alinan toprak Orneklerinden tahil kist nematodlarinin
(Heterodera spp.) olusturdugu kistlerin sayim sonuglart gizelge 4. 2’ de verilmistir.
Karaman ilinde toprak érneklerinde Ayranci ilgesinde 250 g kuru toprakta ortalama 1
adet (0-8) ve Merkezde 2 (0-36) adet kist elde edilmistir. Bitki orneklerinde 0-2

arasinda ortalama 1 kist merkezde elde edilmistir.

Konya ilinde 250 g toprakta kist sayist 0-55 arasinda degismistir. En yiiksek kist
populasyonu Sarayonii il¢esinde tespit edilmistir. Toprak orneklerinde 250 g kuru
toprakta kist sayis1 Eregli il¢esinde ortalama 1 (1-1), Giineysinir ilgesinde 1 (0-1), Altin
ekin il¢esinde 15 (0-36), Beysehir ilgesinde 1 (0-7), Bozkir ilgesinde 1 (0-1), Cihanbeyli
ilgesinde 5 (0-37), Cumra ilgesinde 2 (0-14), Ilgin ilgesinde 3 (0-7), Kadinhani ilgesinde
2 (0-11), Karapinar ilgesinde 1 (0-4), Karatay il¢esinde 6 (0-45), Kulu ilgesinde 3 (O-
17), Sarayonii ilgesinde 14 (0-55), Selguklu ilgesinde 1 (0-2), Seydisehir ilgesinde 2 (0-
13), Tuzlukgu ilgesinde 1 (0-7), Yalihoyiik ilgesinde 2 (0-6), Yunak ilgesinde 7 (0-46)
olarak tespit edilmistir. Cihanbeyli, Kadinhani, Karatay, Sarayonii, Seydisehir ve Yunak
ilgelerinde bitki 6rneklerinde sirasiyla, bitki basina ortalama 1 (0-4), 1 (0-1), 1 (0-2), 1
(0-1), 1 (0-1) ve 1 (0-1) kist yogunlugu tespit edilmistir (Cizelge 4-2).

4.2.2. Kok Yara Nematodlar1 Bulunma Sikhigi ve Populasyon Diizeyleri

Tahil kist nematodlar1 Karaman ilinden 2016 ve 2017 yillari Temmuz ve Agustos
aylarinda gergeklestirilen 6rneklemelerde merkez ve ilgelerden toplanan toplam 63
ornekten, toprak orneklerinin 11 tanesinde (% 17,5) bitki 6rneklerinin bir tanesinde (%
1,6) bulunmustur. Merkez kdylerden alinan 46 6rnekten 9 adet toprak 6rneginde ve bir
adet bitki 6rneginde ve Ayranci ilgesinden alinan 9 adet 6rnegin 2 toprak orneginde

tahil kist nematodu kistleri tespit edilmistir. Diger il¢eler gdzlenmemistir (Cizelge 4-1).

Tahil kist nematodlari, Konya ili merkez ve ilgelerden alinan 152 adet 6rneginden 50
lokasyonda toprak orneginde, 7 lokasyonda bitki orneginde kayit edilmistir. Bitki
orneklerinde Cihanbeyli ilgesinde 26 6rnegin 2’ sinde, Kadinhani ilgesinde 8 Grnegin
birinde, Karatay ilgesinde 15 Ornegin birinde, Sarayonii ilgesinde 6 Grnegin birinde,
Seydisehir ilgesinde 6 Ornegin birinde, Yunak ilgesinde 7 6rnegin birinde tahil kist
nematodu kistleri bulunmustur. Toprak orneklerinde Eregli, Giineysinir, Altinekin,
Beysehir, Bozkir, Cihanbeyli, Cumra, Ilgin, Kadinhani, Karapinar, Karatay, Kulu,
Sarayonii, Selguklu, Seydisehir, Tuzluk¢u, Yalihoyiik ve Yunak ilgelerinde sirasiyla bir
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Ornegin birinde, 5 6rnegin birinde, 3 Ornegin ikisinde, 5 Ornegin birinde, 4 Ornegin
birinde, 26 6rnegin 10° unda 11 6rnegin 4’ iinde, 7 drnegin 4’ linde 8 6rnegin 4’ iinde, 8
Ornegin birinde, 15 6rnegin 5’ inde, 12 6rnegin 4’ {inde, 6 6rnegin 4’ linde, 5 6rnegin
ikisinde, 6 6rnegin birinde, 6 6rnegin birinde, 4 6rnegin birinde ve 7 6rnegin ikisinde

tahil kist nematodu kisti bulunmustur (Cizelge 4-1).

Kok yara (Pratylenchus spp.) ve tahil kist nematodlarinin (Heterodera spp.) 2016 ve
2017 yillarinda alinan toprak ve bitki 6rneklerde 100 g kuru topraktaki ve bitki basina

sayilar1 Ek 2° de sunulmustur.

Karaman ilinde gergeklestirilen 6rneklemelerde Ermenek ve Merkez’ de 100 g kuru
toprakta ortalama 11 (0-22) ve 4 (0-44) adet, bitki basina ise 10 (0-20) ve 5 (0-40) adet
kok yara nematoduna rastlanmistir. Bagyayla ilgesinde bitki orneklerinde 10 (0-20)
nematod/ bir bitki, toprak orneklerinde 11 (0-22) nematod/ 100 g kuru toprak nematod
yogunlugu tespit edilmistir. Ayranci ilgesinde toprak orneklerinde ortalama 5 (0-25)
nematod/ 100 g kuru toprak nematod yogunlugu belirlenmistir. Sariveliler ilgesinde kok

yara nematodlarina rastlanmamustir (Cizelge 4-2).

Konya ilinde kok yara nematodlar1 Altinekin ilgesinde ortalama 7 nematod/ 100 g kuru
toprak (0-21), 13 nematod/ bitki (0-20), Beysehir ilgesinde 9 nematod/ 100 g kuru
toprak (0-46), 4 nematod/ bitki (0-20), Bozkir ilgesinde ortalama 17 nematod/ 100 g
kuru toprak (0-68), 5 nematod/ bitki (0-20), Cihanbeyli ilgesinde ortalama 5 nematod/
100 g kuru toprak (0-22), 9 nematod/ bitki (0-100), Cumra ilgesinde ortalama 6
nematod/ 100 g kuru toprak (0-22), 2 nematod/ bitki (0-20), Kadinhani ilgesinde
ortalama 13 nematod/ 100 g kuru toprak (0-43), 13 nematod/ bitki (0-60), Karapinar
ilgesinde ortalama 14 nematod/ 100 g kuru toprak (0-111), 5 nematod/ bitki (0-20),
Karatay ilgesinde ortalama 6 nematod/ 100 g kuru toprak (0-28), 5 nematod/ bitki (O-
20), Kulu ilgesinde 4 nematod/ 100 g kuru toprak (0-27), 10 nematod/ bitki (O-
20),Sarayonii ilgesinde ortalama 7 nematod/ 100 g kuru toprak (0-21), 13 nematod/ bitki
(0-20), Selguklu ilgesinde ortalama 4 nematod/ 100 g kuru toprak (0-21), 16 nematod/
bitki (0-80) ve Tuzlukcu ilgesinde ortalama 7 nematod/ 100 g kuru toprak (0-23), 7
nematod/ bitki (0-20), Yalihoyiik ilgesinde 11 nematod/ 100 g kuru toprak (0-22), 5
nematod/ bitki (0-20), Yunak ilgesinde 3 nematod/ 100 g kuru toprak (0-21), 6 nematod/
bitki (0-40) yogunlugunda kayit edilmistir. Eregli, Ahirl, Celtik ilgelerinde hi¢ nematod
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kayit edilmemistir. Aksehir, Doganhisar, Hiiylik, Seydisehir ilgelerinde 100 g kuru
toprakta ortalama kok yara nematodu populasyonlari sirasiyla 11 (0-22), 14 (0-42), 11
(0-21) ve 3 (0-20) nematod/ 100 g kuru toprak olarak kayit edilmistir. Giineysinir, Ilgin
ilgelerinde bitki basina ortalama 4 (0-20), 3 (0-20) ve nematod bulunmustur (Cizelge 4-
2).

£ c"é © £ — o U"é s S g
_ s | %z | 585 |583s 885|583
= S 8 293 |E288 853 | £83
F22 P8 | 282 |CPTg
Ayranct 9 5 (0-25) 0 1(0-8) 0
S Basyayla 2 11 (0-22) | 10 (0-20) 0 0
g Ermenek 4 11 (0-22) | 10 (0-20) 0 0
< Merkez 44 4(0-44) | 5(0-40) | 2(0-36) | 1(0-2)
Sariveliler 2 0 0 0 0
Eregli 1 0 0 1(1-1) 0
Gilineysinir 5 0 4 (0-20) 1(0-1) 0
Ahirh 1 0 0 0 0
Aksehir 4 11 (0-22) 0 0 0
Altinekin 3 7(0-21) | 13(0-20) | 15 (0-36) 0
Beysehir 5 9 (0-46) 4 (0-20) 1(0-7) 0
Bozkir 4 17 (0-68) | 5 (0-20) 1(0-1) 0
Cihanbeyli 26 5(0-22) | 9(0-100) | 5(0-37) 1 (0-4)
Celtik 2 0 0 0 0
Cumra 11 6 (0-22) 2 (0-20) | 2(0-14) 0
Doganhisar 3 14 (0-42) 0 0 0
2 Hiiyiik 2 11 (0-21) 0 0 0
S ligin 7 0 3(0-20) | 3(0-7) 0
Kadmhani 8 13 (0-43) | 13 (0-60) | 2 (0-11) 1(0-1)
Karapinar 8 14 (0-111) | 5(0-20) 1(0-4) 0
Karatay 15 6(0-28) | 5(0-20) | 6(0-45) | 1(0-2)
Kulu 12 4(0-27) | 10(0-20) | 3(0-17) 0
Merkez 2 0 10 (0-20) | 2(0-3) 0
Sarayonii 6 7(0-21) | 13(0-20) | 14 (0-55) | 1(0-1)
Selguklu 5 4(0-21) | 16(0-80) | 1(0-2) 0
Seydisehir 6 3 (0-20) 0 2 (0-13) 1(0-1)
Tuzlukgu 6 7 (0-23) 7 (0-20) 1(0-7) 0
Yalihoyiik 4 11 (0-22) | 5(0-20) 2 (0-6) 0
Yunak 7 3(0-21) 6 (0-40) | 7 (0-46) 1(0-1)

Cizelge 4-2 Bitki ve toprak drneklerinde 2016 ve 2017 yilinda alinan 6rneklerdeki kok yara ve tahil kist
nematodunun populasyon yogunluklari.
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4.3. Kok Yara ve Tahil Kist Nematodlarinin Morfolojik ve Morfometrik Tiir
Teshisleri

4.3.1. Kok Yara Nematodlar:

Pratylenchus tiirleri kii¢iik boyuta olup, bunlarin uzunluklar1 0,3-0,9 mm arasinda
degismekte ve ¢ogunlukla boylar1 ise 0,5 mm. civarinda yer almaktadir. Stylet kalin
yapida ve basal yumrular1 kuvvetlidir. Osefagus'un orta yumrusu iyi tesekkiil etmis ve
son kismi ventral'e dogru barsakla birbiri {izerine binmistir. Dudak bolgesi algak ve iyi
siklerize goriiniimdedir. Disilerin yumurtalig1 bir adet olup, 6ne dogru uzanmakta ve
vulva viicudun ¢ok gerisine oturmustur (% 67-9-8). Erkekte stylet ve osefagus normal,

testis bir tane, bursa iyi gelismis ve kuyrugun tamamini kaplamistir (Yiiksel, 1973)

Toprak orneklerinden alinan nematodlarin morfolojik olarak Pratylenchus spp. olarak
tespit edilen ve hazirlanan preparatlarda morfolojik tiir teshisi c¢alismalar1 ile 2016
yilinda alinan 35 numarali 6rnekte Pratylenchus neglectus tiirii, 8, 76 ve 101 numarali

orneklerde ise Pratylenchus thornei tiirii tespit edilmistir.

Pratylenchus neglectus (Rensch) Filipjev and Schuurmans Stekhoven tiiriiniin
morfometrik teshisinde otuzbes numarali 6rnekten elde edilen bireyin Olglimleri ve

referans Ol¢timler ile karsilagtirmalar1 Cizelge 4-3’de verilmistir.

Sher ve . . :
Morfometrik Bu Allen Akgiil Kepenekci Imren
Olgiimler calismada (1953) (1996) (1999) (2007)
n=1 n=? n=8 n=20 n=6
L (mm) 0,51 0,31-0,55 0,34-0,46 0,38-0,51 0,398-0,460
a 25,75 18-25 18,9-32,2 21,7-27,8 18,2-26,1
B 5,02 4,0-6,3 3,75-6,52 4,1-6,0 4,1-5,6
b' 4,58 ? 3,53-5,92 3,9-4,8 ?
C 17,68 16-22 16,7-31,7 14,9-23,3 14,01-23,00
c 2,26 ? 1,8-2,3 1,5-3,1 1,9-2,6
MB (%) 46,86 ? 41,0-59,4 43,0-63,1 ?
Stilet (um) 15,38 16-18 11,7-16,2 16-20 14,2-19
Kuyruk (um) 29,04 ? 13,5-20,7 20-31 20,0-28,4
V (%) 79,45 80-88 74,8-81,3 79,7-84,8 77,0-86,4

Cizelge 4-3 Pratylenchus neglectus olarak teshis edilen 35 numarali 6rnekte bulunan nematodlarin
referans Olglimler ile kargilastirmali olarak morfometrik 6¢iim degerleri ve tiir teshisinde kullanilan
hesaplama degerleri [L: boy, a: viicut uzunlugu/ maksimum viicut genigligi, b: viicut uzunlugu/ 6zefagus
uzunlugu, b’: viicut uzunlugu/ dudak ile 6zefagus bezlerinin sonuna kadarki 6zefagus uzunlugu, c: viicut
uzunlugu/ kuyruk uzunlugu, ¢’: kuyruk uzunlugu/ aniis veya kloaktaki kuyruk ¢api, (Siddiqi, 2000)].

24




Toprak Orneklerinden hazirlanan preparatlarda 35 numarali 6rnege ait Olglimler i¢in
uygun bir birey elde edilmistir. Ornekte hesaplanan morfometrik degerler onceki
arastirmalarda verilen deger araliklar1 i¢inde yer almaktadir. “a” degeri ortalama 25,75
olarak belirlenirken 6nceki arastirmalarda 18-32,2 araliginda kayit edilmistir (Sher ve
Allen, 1953; Akgiil, 1996; Kepenekgi, 1999; Imren, 2007). B degeri bizim
calismamizda 5,02 olarak kayit edilirken 6nceki ¢alismalarda 4,0-6,52 arasinda oldugu
bildirilmistir (Sher ve Allen, 1953; Akgiil, 1996; Kepenekei, 1999; Imren, 2007). C
degeri bizim ¢alismamizda 17,68 olarak kayit edilirken 6nceki ¢alismalarda 14,01-23,00
arasinda oldugu bildirilmistir. MB (%) degeri bizim ¢alismamizda 46,86 olarak kayit
edilirken oOnceki c¢alismalarda 41,0-63,1 arasinda oldugu bildirilmistir. Stilet
uzunlugunun degeri bizim ¢alismamizda 15,38 olarak kayit edilirken Onceki
calismalarda 11,7-20,0 arasinda oldugu bildirilmistir. Kuyruk uzunlugunun degeri bizim
calismamizda 29,04 olarak kayit edilirken onceki ¢alismalarda 13,05-31,00 arasinda
oldugu bildirilmistir (Sher ve Allen, 1953; Akgiil, 1996; Kepenek¢i, 1999; Imren,
2007).

Pratylenchus neglectus, diinyada ilk olarak Cape Town’daki (Giiney Afrika) Gorabouw,
Stellenbosch ve Lankloof bolgelerinden elde edilen toprak 6rneklerinde Sher ve Allen
(1953) tarafindan bulunmustur. Milne (1961) Rustenburg (Giiney Afrika)’da tiitiin
koklerinde goriinen kahverengilesmeye dogru giden renk degismlerine neden olan P.
neglectus’u bulmustur. Ulkemizde ise Yiiksel (1974) tarafindan Dogu Karadeniz ve
Dogu Anadolu Bolgelerinde tahil, musir, ¢ayir/mera ve fidanlik alanlarinda tespit
edilmistir. Daha sonra Saltukoglu (1974) tarafindan Cayirova (Istanbul)'da patates ve
biber, Borazanci (1977) Izmir gevresindeki seralarda yetistirilen siis bitkilerinde,
Kepenekci Okten (1999b) Yozgat, Nigde ve Nevsehir illerinde fasiilye, imren (2007)
Diyarbakir ili bugday, Yildiz (2007) Sanlurfa ili bugdaygil bitkileri tespit etmislerdir.

Pratylenchus thornei (Sher) Sher and Allen tiiriine ait 8 (Cizelge 4-4), 76 (Cizelge 4-5),
101 (Cizelge 4-6) numarali 6rneklerden elde edilen bireylerin Slgliimleri ve referans

Olctimler ile karsilastirmalart asagida verilmistir.
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. Sher ve .

Morfometrik Elekcioglu, | Kepenek¢i, | Osmanoglu, Imren,
dlciimler ve | DU salismada ?ggg 100 oo 2006 2007
hesaplamalar = -y n=? n=20 n=20 n=8 n=14

L (mm) 0.5 0,45-0,77 | 0,46-0,62 0,48-0,63 0,50-0,68 | 0,48-0,60
a 25,94 26-39,6 24-30 26,9344 | 33,28-38.83 | 29,9-36,6
B 6,17 5,5-8,0 6,4-6,9 4759 4,26-6,18 4,8-6,2
b 521 - 4158 4251 6,16-8,26 -

C 184 1822 18-24 16,6210 | 16,64-255 | 16,0-26,6
¢ 2.23 - 1,7-2,4 2.32,9 2,07-336 | 2,01-2,72
MB (%) 47,92 ; ; 51,757,6 | 40,51-51,30 _
Stilet (um) 1471 17-19 15-17 16-18 15,68-16,90 | 16,2-185
Kuyruk (um) 27,02 ; 21-24 25-36 21,56-36,26 | 22,5-30,0
V (%) 76,82 73-80 76-80 73,8-79,2 7377 71,6-79,0

Cizelge 4-4 Pratylenchus thornei olarak teshis edilen 8 numarali 6rnekte bulunan nematodlarin referans
Olglimler ile karsilastirmali olarak morfometrik 6¢iim degerleri ve tiir teshisinde kullanilan hesaplama
degerleri [L: boy, a: viicut uzunlugu/ maksimum viicut genisligi, b: viicut uzunlugu/ 6zefagus uzunlugu,
b’: viicut uzunlugu/ dudak ile 6zefagus bezlerinin sonuna kadarki 6zefagus uzunlugu, c: viicut uzunlugu/
kuyruk uzunlugu, ¢’: kuyruk uzunlugu/ aniis veya kloaktaki kuyruk ¢api, (Siddiqi, 2000)].

Mgrf(?_metrlk Bu gIcr ve Elekcioglu Kepenekei Osmanoglu imren
Ol¢iimler Allen (Tan)
caligmada (1953) (1992) (1999) (2006) -2007
n=2 n=? n=20 n=20 n=8 n=14
L (mm) 0,64 0,45-0,77 | 0,46-0,62 0,48-0,63 0,50-0,68 0,48-0,60
a 31,22 26-39,6 24-30 26,9-34,4 33,28-38,83 | 29,9-36,6
B 6,78 5,5-8,0 6,4-6,9 4,7-5,9 4,26-6,18 4,8-6,2
b' 6,2 - 4,1-5,8 4,2-5,1 6,16-8,26 -
C 18,88 18-22 18-24 16,6-21,0 16,64-25,5 16,0-26,6
c 2,32 1,7-2,4 2,3-2,9 2,07-3,36 2,01-2,72
MB (%) 52,76 - - 51,7-57,6 40,51-51,30 | -
Stilet (um) 16,07 17-19 15-17 16-18 15,68-16,90 | 16,2-18,5
Kuyruk (um) 33,76 - 21-24 25-36 21,56-36,26 | 22,5-30,0
V (%) 78,06 73-80 76-80 73,8-79,2 73-77 71,6-79,0
Ran - - 19-27 16-33 -

Cizelge 4-5 Pratylenchus thornei olarak teshis edilen 76 numarali 6rnekte bulunan nematodlarin referans
Olciimler ile karsilagtirmali olarak morfometrik &¢lim degerleri ve tiir teshisinde kullanilan hesaplama
degerleri [L: boy, a: viicut uzunlugu/ maksimum viicut genigligi, b: viicut uzunlugu/ 6zefagus uzunlugu,
b’: viicut uzunlugu/ dudak ile 6zefagus bezlerinin sonuna kadarki 6zefagus uzunlugu, c: viicut uzunlugu/
kuyruk uzunlugu, ¢’: kuyruk uzunlugu/ aniis veya kloaktaki kuyruk ¢api, (Siddiqi, 2000)].
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Mgrf(}metrlk Bu Sher ve Elekcioglu | Kepenekgi Osmanoglu imren
Olgtimler | ). nada (ﬁ_\ggg) (1992) (1999) ((zTo%%)) -2007
n=2 n=? n=20 n=20 n=8 n=14

L (mm) 0,58 0,45-0,77 | 0,46-0,62 0,48-0,63 0,50-0,68 0,48-0,60
a 32,9 26-39,6 24-30 26,9-34,4 33,28-38,83 | 29,9-36,6
B 6,41 5,5-8,0 6,4-6,9 4,7-5,9 4,26-6,18 4,8-6,2

b' 5,33 - 4,1-5,8 4,2-51 6,16-8,26 -

C 19,2 18-22 18-24 16,6-21,0 16,64-25,5 16,0-26,6
c' 2,65 - 1,7-2,4 2,3-2,9 2,07-3,36 2,01-2,72
MB (%) 52,55 - - 51,7-57,6 40,51-51,30 | -

Stilet (um) 14,99 17-19 15-17 16-18 15,68-16,90 | 16,2-18,5
Kuyruk (um) 30,03 - 21-24 25-36 21,56-36,26 | 22,5-30,0
V (%) 79,09 73-80 76-80 73,8-79,2 73-77 71,6-79,0
Ran - - - 19-27 16-33 -

Cizelge 4-6 Pratylenchus thornei olarak teshis edilen 101 numarali 6rnekte bulunan nematodlarin
referans Ol¢timler ile karsilastirmali olarak morfometrik 6¢lim degerleri ve tiir teshisinde kullanilan
hesaplama degerleri [L: boy, a: viicut uzunlugu/ maksimum viicut genisligi, b: viicut uzunlugu/ 6zefagus
uzunlugu, b’: viicut uzunlugu/ dudak ile 6zefagus bezlerinin sonuna kadarki 6zefagus uzunlugu, c: viicut
uzunlugu/ kuyruk uzunlugu, ¢’: kuyruk uzunlugu/ aniis veya kloaktaki kuyruk ¢api, (Siddiqi, 2000)].

Toprak oOrneklerinden hazirlanan preparatlarda 8, 76 ve 101 numarali 6rneklere ait
dlgiimler i¢in uygun sirastyla bir ve ikiser birey elde edilmistir. Orneklerde hesaplanan
morfometrik degerler Onceki arastirmalarda verilen deger araliklar1 iginde yer
almaktadir. “a” degeri sirasiyla ortalama 25,94, 31,22 ve 32,9 olarak belirlenirken
Onceki arastirmalarda 24-39,6 araliginda kayit edilmistir (Sher ve Allen, 1953,
Elekcioglu, 1992; Kepenekci, 1999; Osmanoglu, 2006; Imren, 2007). B degeri bizim
calismamizda sirasiyla 6,17-6,78-6,41 olarak kayit edilirken 6nceki ¢alismalarda 4,26-8
arasinda oldugu bildirilmistir (Sher ve Allen, 1953; Elek¢ioglu, 1992; Kepenekgi, 1999;
Osmnaoglu, 2006; Imren, 2007). C degeri bizim ¢alismamizda sirasiyla 18,4-18,88-19,2
olarak kayit edilirken onceki ¢aligmalarda 18,0-26,6 arasinda oldugu bildirilmistir. MB
(%) degeri bizim calismamizda sirasiyla 47,92-52,76-52,55 olarak kayit edilirken
onceki caligmalarda 40,51-57,6 arasinda oldugu bildirilmistir. Stilet uzunlugunun degeri
bizim calismamizda sirasiyla 14,71, 16,07 ve 14,99 olarak kayit edilirken Onceki
caligmalarda 15-19 arasinda oldugu bildirilmistir. Kuyruk uzunlugunun degeri bizim
calismamizda 27,02, 33,76 ve 30,03 olarak kayit edilirken 6nceki ¢alismalarda 21-36,26
arasinda oldugu bildirilmistir (Sher ve Allen, 1953; Elek¢ioglu, 1992; Kepenekgi, 1999;
Osmnaoglu, 2006; imren, 2007).

Pratylenchus thornei, diinyanin i1liman ve sicak iklim goriinen birg¢ok yerinde

bulundugu bildirilmektedir (Luc, 1987). Avustralya (Fortuner, 1977), italya (Lamberti,
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1981), Yugoslavya, Meksika, Israil (Orion ve ark., 1984), Suriye (Greco ve ark., 1984)’
de tespit edilmistir.

Tiirkiye’de ise bu tiir Yiiksel (1974) tarafindan Karadenizin dogusu ve Dogu Anadolu
Bolgelerinde hububat, misir, ¢ayir ve fidanlik alanlarinda saptanmistir. Saltukoglu
(1974) Firuzkdy’de (Istanbul) pirasa ve biber, Kepenekci ve Okten (1999a) Sinop ve
Samsun illeri tiitiin, Kepenekci ve Okten (1999b) Orta Anadolu Bolgesi fasiilye,
Kepenekgi ve Okten (2003) Ankara, Karaman, Afyon illeri nohut ve mercimek, imren
(2007) Diyarbakir ili bugday, Misirhioglu ve Pehlivan (2007a) Ege Bdlgesi bugday,
Yildiz (2007) Sanlwurfa ili pamuk, bugday, arpa, Kilig¢ (2011) Mardin ili bugday,
Kasapoglu (2012) Adana ili bugday ve pamuk ekilis alanlarinda saptanmustir.

4.3.2. Tahil Kist Nematodlari

Ekstraksiyon sonucu elde edilen kistlerden yapilan preparatlarin mikroskop altinda
morfolojik 0Ozelliklerine bakilarak tiir teshisleri yapilmis olup ikinci asamada
morfometrik 6lgtimlere gecilmistir. Morfolojik kriterde kistin yapisi, kistin vulval koni
sekline, underbridge sekline vb. bakilarak tiir teshisleri yapilmistir (Handoo, 2002).
Kistlerin vulval koni kesitlerinin morfolojik kriterlere gore incelenmesi ile 5, 10, 16, 21,
27, 59, 82, 93, 106, 116, 127, 134, 139, 159, 161, 163, 164, 180, 187, 188, 197, 199,
205, 206, 207 ve 212 numarali drnekler Heterodera filipjevi tiirii olarak tespit edilmistir.

Morfolojik karekterisasyon yapilan daimi preparatlar igerisinde sadece Konya
Kadmbhani il¢esinde arpa tarlasindan alinan 212 numarali 6rnekten elde edilen kistlerin
morfometrik olarak o&l¢lim i¢in uygun oldugu belirlenmis olup, Heterodera filipjevi
tirtine ait oldugu tespit edilmistir. Referans dlglimler ile karsilastirmali olarak 6lgim

degerleri ¢izelge 4-7 ve sekil 4-2” de sunulmustur.

Toprak orneklerinden hazirlanan preparatlarda 212 numarali 6rnek ait olgtimler i¢in
uygun bir birey elde edilmistir. Fenestral Uzunluk (um) degeri ortalama 64,13 olarak
belirlenirken Onceki arastirmalarda 41-67,2 araliginda kayit edilmistir. Vulva Koprii
Genisligi (um) degeri bizim calismamizda 15,5 olarak kayit edilirken onceki
caligmalarda 19,2-34,58 arasinda oldugu bildirilmistir. Vulva Slit Uzunlugu (um) degeri
bizim ¢aligmamizda 29,6 olarak kayit edilirken 6nceki ¢alismalarda 6,08-27,2 arasinda

oldugu bildirilmistir (Subbotin, 1999; Abidou, 2005; Handoo, 2002; Imren ve ark.,
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2012). Fenestral Genislik (um) degeri bizim galismamizda 13 olarak kayit edilirken
Handoo (2002) ’nin yaptig1 onceki ¢alismada 21-33 arasinda oldugu bildirilmistir.

. . Imren ve
Mg;;i’:j‘:g'k Cah?:m @ S‘(‘fgbg‘g)'” Abidou (2005) | Handoo (2002) ark,
(2012)

Fenestral 50+ 1.1 (48- 52 66.24+ 0.64
Uzunluk (um) 64,13 55) 5&;‘.11;_;'75)5 (41-64) (64-67.2)
Semi Fenestral ) 27+ 0.5 (25- 253+ 1.77 i 23.04+1.29
Uzunluk (um) 29) (20.9-34.58) (19.2-25.6)
Vulva Koprii 156 11.8+0.7 727+0.76 8 19.52+ 0.59
Genisligi (um) ' (9.3-13.3) (5.32-9.88) (6-9) (17.6-20.8)
Vulva Slit 296 11.0£0.6 6.95+0.31 7 24.64+ 1.08
Uzunlugu (um) ’ (9.3-12.5) (6.08-8.36) (6-8) (22.4-27.2)
Fenestral 13 i ) 28 )
Genislik (um) (21-33)

Cizelge 4-7 Heterodera filipjevi olarak teshis edilen 212 numarali 6rnekte bulunan nematodlarin referans
Olglimler ile karsilagtirmali olarak morfometrik 6¢tim degerleri

Sekil 4-2 Heterodera filipjevi olarak teshis edilen 212 numarali 6rnekte bulunan kistin vulva kisminin
mikroskop altinda goriisii ve 6l¢iim kriterlerinin gosterimi.

Tiir: Heterodera filipjevi

Tahillarda zararli nematod tiirleri igerisinde bitkilerin kok bolgelerinde kist
olusturmalart ile tanman Tahil kist nematodlari, Heterodera avenae group bugdayin

onemli zararli konumundadir. Diinyada Heterodera avenae group i¢inde tanimlanmis
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hali hazirda 12 tiir mevcut olup, bunlar arasinda H. filipjevi 6ne ¢ikarak ana zararlidir.
(Rivoal & Cook, 1993; Nicol ve ark., 2002). Ulkemizin farkli bolgelerde Tahil kist
nematodunun ti¢ 6nemli tiirtiniin (H. filipjevi, H. avenae ve H. latipons) bulundugu,
bunlar igerisinde en yaygin tiiriin H. filipjevi oldugu tespit edilmis olup ve bu tiirlerin
dagiliminda bolgeler arasi farkliliklar oldugu bildirilmistir (Yiiksel, 1973; Rumpenhorst
ve ark., 1996; Subbotin ve ark., 2003). Fakat bizim ¢alismamizda sadece H. filipjevi
tespit edilebilmistir.

4.4, Kok Yara ve Tahil Kist Nematodlarimin Molekiiler Tiir Teshisi

Tahil yetistirme alanlarindan elde edilen tahil kist ve kok yara nematodlarinin molekiiler
olarak tiir teshisleri iki basamakta gerceklestirilmistir. Oncelikle her nematod
orneginden DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Ikinci asamada elde edilen DNA
orneklerinde, kok yara ve tahil kist nematodlarin ayrimini saglayan 6zel bolgeler, tiire
spesifik SSR primerleri kullanilarak PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) islemi ile

cogaltilarak spesifik bantlar goriintiilenmistir.
4.4.1. Kok Yara Nematodlarinin Molekiiler Tiir Teshisi

Konya ve Karaman illerinden 2016 ve 2017 yillarinda toplanan bitki ve toprak
orneklerinden elde edilen Pratylenchus tiirlerine ait nematodlar ayri jeller iizerinde

calisilmis ve goriintiilenmistir.

Karaman ilinde merkezden bugday tarlasindan alinan 11, 63, 92, arpa tarlasindan alinan
51, 54, 56, 58, numaral1 bitki 6rneklerinde, Ermenek il¢esinden alinan 42, numarali arpa
bitki Orneginden, Konya ilinden Cumra ilgesinden bugday tarlasindan alinan 70
numarali, Karapinar ilgesinden arpa tarlasindan alinan 85, 86 numarali, Giineysinir
ilgesinden bugday tarlasindan alinan 95 numarali, Bozkir ilgesinden bugday tarlasindan
alman 96 numarali, Yalihdyiik il¢esinden bugday tarlasindan alinan 103 numarali,
Beysehir ilgesinden arpa tarlasindan alinan 113 numarali, Ilgin ilgesinden bugday
tarlasindan alman 123 numarali, Tuzlukgu ilgesinden bugday tarlasindan alinan 137
numarali arpa tarlasindan 134 numarali, Yunak il¢esinden bugday tarlasindan alinan
141 numarali, Cihanbeyli ilgesinden bugday tarlasindan alinan 180, 181, 184 numarali,
Karatay il¢esinden bugday tarlasindan alman 189, 191, 192 ve arpa tarlasindan 193

numarali, Altinekin ilgesinden bugday tarlasindan alinan 197, 199 numarali, Sarayonii
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ilgesinden bugday tarlasindan alinan 203, 204, 206 ve arpa tarlasindan 201 numarali,
Kadinhan ilgesinden bugday tarlasindan alinan 217 ve arpa tarlasindan alinan 212
numarali ve Kulu ilgesinden sirasiyla bugday 153, 155 ve arpa tarlasindan alinan 158
numarali 6rneklerden olmak iizere 29 6rnekte D3b-R/Ptho-F primeri kullanilarak 288
baz ¢ifti biiylikligiinde Pratylenchus thornei igin pozitif sonug elde edilmistir. Elde

edilen sonuclarin oldugu 1, 2 ve 3. jel goriintiileri Sekil 4-3, 4-4 ve 4-5” de verilmistir.

Dratylznchus | Ptho-F
thornsi | D3b-R
Sekil 4-3. Birinci jelde D3b-R/Ptho-F primeri ile 2016 yilinda Karaman ilinden toplanan bitki
orneklerinden 9 adet nematod drneginin molekiiler taramasina ait agaroz jel goriintiisii (L: 100 bg¢ Ladder,
PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol, 4-12. kuyucuklarda nematod o6rnekleri bulunmaktadir,
numaralar sérvey nematod 6rnek sira numaralaridir).

+ + - - - + - - -

2

L PK NK 70 8 86 95

Pratylenchus [Ptho-F
thomnei | D3b-R
Sekil 4-4 ikinci jelde D3b-R/Ptho-F primeri ile 2016 yilinda Konya’da toplanan bitki &rneklerinden 17
adet nematod Orneginin molekiiler taramasina ait agaroz jel goriintiisii (L: 100 b¢ Ladder, PK: Pozitif
Kontrol, NK: Negatif Kontrol, 4-20. kuyucuklarda nematod 6rnekleri bulunmaktadir, numaralar sérvey

nematod drnek sira numaralaridir).
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Sekil 4-5 Ugiincii jelde D3b-R/Ptho-F primeri ile 2017 yilinda Konya’da toplanan bitki drneklerinden 12
adet nematod Orneginin molekiiler taramasina ait agaroz jel goriintiisii (L: 100 b¢ Ladder, PK: Pozitif

Kontrol, NK: Negatif Kontrol, 4-15. kuyucuklarda nematod 6rnekleri bulunmaktadir, numaralar sérvey
nematod ornek sira numaralaridir).

Karaman ilinde merkezden arpa tarlasindan alinan 56 numarali bir 6rnekte, Konya
ilinden Karapinar ilgesinden arpa tarlasindan aliman 85 numarali, Ilgin ilgesinden
bugday tarlasindan alinan 123 numarali, Tuzlukgu ilgesinden bugday tarlasindan alinan
137 numaral1 ve Kulu ilgesinden sirasiyla bugday ve arpa tarlasindan alinan 153 ve 158
numarali 6rneklerden olmak tizere 6 ornekte D3b-R/Pneg-F primeri kullanilarak 290
baz cifti biiylikligiinde Pratylenchus neglectus igin pozitif sonug elde edilmistir. Elde

edilen sonuclarin oldugu 4. ve 5. jel goriintiileri sekil 4-6, 4-7° de verilmistir.

IR

00 be

Sekil 4-6. 4. Jelde D3b-R/Pneg-F primeri ile 2016 yilinda Karaman’da toplanan bitki 6rneklerinden 9 adet
nematod Srneginin molekiiler taramasina ait agaroz jel goriintiisii (L: 100 b¢ Ladder, PK: Pozitif Kontrol,
NK: Negatif Kontrol, 4-12. kuyucuklarda nematod 6rnekleri bulunmaktadir, numaralar sérvey nematod
Ornek sira numaralaridir).
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Pratylenchus | Pasg-F

+ - - - + -

negkectus | D3R

Sekil 4-7 5. Jelde D3b-R/Pneg-F primeri ile 2016 yilinda Konya’da toplanan bitki érneklerinden 17 adet
nematod 6rneginin molekiiler taramasina ait agaroz jel goriintiisii (L: 100 b¢ Ladder, PK: Pozitif Kontrol,
NK: Negatif Kontrol, 4-20. kuyucuklarda nematod 6rnekleri bulunmaktadir, numaralar sorvey nematod
Ornek sira numaralaridir).

Karaman ve Konya illerinden 2016 ve 2017 yillarinda aliman bitkiden elde edilen
nematod orneklerinin D3b-R/Ppen-F primeri ile yapilan PZR galismalari sonucunda

Pratylenchus penetrans icin 278 baz c¢ifti biiyiikliigiinde beklenen bantlar elde
edilememistir.

Karaman ve Konya illerinden 2016 ve 2017 yillarinda alinan bitkiden elde edilen
nematod orneklerinin D3b-R/Pscr-F primeri ile yapilan PZR ¢alismalari sonucunda
Pratylenchus scribneri icin 286 baz ¢ifti biyiikliigiinde beklenen bantlar elde

edilememistir.

Karaman ilinden 2016 yillinda bitki Orneklerinden ayrilan nematod orneklerinin
hi¢birinde Pratylenchus vulnus i¢in D3b-R/Pvul-F primeri ile 287 baz ifti
biiyiikliigiinde beklenen bantlar elde edilememistir. Konya ilinden 2016-2017 yillarinda
Gilineysinir ilgesinden bugday bitki tiirlinden 95, Bozkir ilgesinden bugday bitki
tiriinden 96, Hoylik ilgesinden bugday bitki tiiriinden 103, Beysehir il¢esinden arpa
bitki tiirtinden 113, Yunak il¢esinden bugday bitki tiirlinden 141, Kulu ilgesinden
bugday bitki tiiriinden 153, 155 ve arpa bitki tirtinden 158, Cihanbeyli ilgesinden
bugday bitki tiirtinden 180, 181, 182, 184, Karatay il¢esinden bugday bitki tiiriinden 189
ve arpa bitkis tiiriinden 193, Kadinhani ilgesinden bugday bitki tiiriinden 207 numarali
ornekllerden toplamda 15 tanesinde D3b-R/Pvul-F primeri ile Pratylenchus vulnus igin
beklenen 287 baz ¢ifti biiyiikliigiinde bantlar elde edilmistir. Elde edilen sonuglarin
oldugu 6 ve 7. jel goriintiileri Sekil 4-8 ve 4-9° da verilmistir.
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Sekil 4-8 D3b-R/Pvul-F primeri ile 2016 yilinda Konya’da toplanan bitki 6rneklerinden 17 adet nematod
orneginin molekiiler taramasina ait agaroz jel goriintiisii (L: 100 b¢ Ladder).

7
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Pratylenchus |Pvul-F
vulnus [D3b-R x 23 +

Sekil 4-9 D3b-R/Pvul-F primeri ile 2017 yi1linda Konya’da toplanan bitki drneklerinden 12 adet nematod
orneginin molekiiler taramasina ait agaroz jel goriintiisii (L: 100 b¢ Ladder).

Karaman ilinden 2016 yillarinda merkez il¢esinden bugday ekili 4, 6, 8, 14, 32 Arpa
ekili 12, Ayranci ilgesinden arpa ekili 22, Bagyayla ilgesinden bugday ekili 39, Ermenek
ilcesinden bugday ekili 41, arpa ekili 42 nolu arazilerden alinan 6rneklerden ayrilan
nematod 6rneklerinin Pratylenchus thornei i¢in D3b-R/Ptho-F primeri ile 288 baz ¢ifti
biiytikliigiinde beklenen toplamda 10 bantlar elde edilmistir. Konya ilinden 2016-2017
yillarinda Eregli ilgesinden bugday ekili 24, Cumra ilgesinden bugday ekili 67, 72, 76,
Karatay ilgesinden bugday ekili 81, 187 ve arpa bitki tiir ekili iinden 79, Seydisehir
ilgesinden bugday ekili 108, Hoyiik ilgesinden bugday ekili 117, Doganhisar ilgesinden
bugday ekili 120, Aksehir ilgesinden bugday ekili 129, Tuzlukgu ilgesinden bugday
ekili 133, 137, arpa ekili 134, Kulu il¢esinden ekKili tiiriinden 155, 156, Cihanbeyli
ilgesinden bugday ekili 167, 176, 179, 185, ve arpa ekili 170, 172, Kadmhani ilgesinden
bugday ekili 207, 210 arpa ekili 212, 213, Altinekin ilgesinden bugday ekili 198,
Selguklu ilgesinden bugday ekili 200, Sarayonii ilgesinden arpa ekili 201, numarali
ornekllerden toplamda 29 tanesinde D3b-R/Ptho-F primeri ile Pratylenchus thornei igin
beklenen 288 baz cifti biiyiikliigiinde bantlar elde edilmistir. Elde edilen sonuglarin
oldugu 8, 9, 10 ve 11. jel gorintiileri Sekil 4-10, 4-11, 4-12 ve 4-13’ de verilmistir.
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Sekil 4-10 D3b-R/Ptho-F primeri iie 2016 y111nda Karahlanda’da toplanan toprakr orneklerinden 14 adet
nematod drneginin molekiiler taramasina ait agaroz jel goriintiisii (L: 100 b¢ Ladder, PK: Pozitif Kontrol,
NK: Negatif Kontrol).
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Sekil 4-11 D3b-R/Ptho-F primeri ile 2016 yilinda Konya’da toplanan toprak orneklerinden 17 adet

nematod Orneginin molekiiler taramasina ait agaroz jel goriintiisii (L: 100 b¢ Ladder, PK: Pozitif Kontrol,
NK: Negatif Kontrol).

Prtylenchus
thomnei

Ptho-F
D3bR *

[l alalefs]alelals]s]
Sekil 4-12 D3b-R/Ptho-F primeri ile 2016 yilinda Konya’da toplanan toprak orneklerinden 10 adet

nematod 6rneginin molekiiler taramasina ait agaroz jel goriintiisii (L: 100 b¢ Ladder, PK: Pozitif Kontrol,
NK: Negatif Kontrol).
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Pratylenchus [Ptho-F
thornsi |ID3b-R
Sekil 4-13 D3b-R/Ptho-F primeri ile 2017 yilinda Konya’da toplanan toprak orneklerinden 8 adet
nematod drneginin molekiiler taramasina ait agaroz jel goriintiisii (L: 100 bg Ladder, PK: Pozitif Kontrol,
NK: Negatif Kontrol).

+ - - - - - - - -

Karaman ilinden 2016 yillarinda Basyayla il¢esinden Arpa ekili 39 nolu arazilerden
alman Orneklerden ayrilan nematod orneklerinin Pratylenchus neglectus i¢in D3b-
R/Pneg-F primeri ile 290 baz cifti biiyiikliigiinde beklenen bantlar elde edilmistir.
Konya ilinden 2016-2017 yillarinda toplanan toprak orneklerinden D3b-R/Pneg-F
primeri ile Pratylenchus neglectus i¢in beklenen 288 baz ¢ifti biiyiikliigiinde bantlar
elde edilememistir. Elde edilen sonuglarin oldugu 12. jel goriintiileri Sekil 4-14° de

verilmigtir.

Pratylenchus | Pnzz-F
neglectus | D3b-R

Sekil 4-14 D3b-R/Pneg-F primeri ile 2016 yilinda Karaman’da toplanan toprak o6rneklerinden 14 adet
nematod 6rneginin molekiiler taramasina ait agaroz jel goriintiisii (L: 100 b¢ Ladder, PK: Pozitif Kontrol,
NK: Negatif Kontrol).

Konya ve Karaman illerinden 2016-2017 yillarinda toplanan toprak 6rneklerinden D3b-
R/Ppen-F primeri ile Pratylenchus penetrans igin beklenen 278 baz cifti biiyiikliigiinde
bantlar elde edilememistir.

Konya ve Karaman illerinden 2016-2017 yillarinda toplanan toprak 6rneklerinden D3b-
R/Pscr-F primeri ile Pratylenchus scriberi i¢in beklenen 286 baz ¢ifti biiyiikliigiinde

bantlar elde edilememistir.
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Topraktan elde edilen 6rneklerden yapilan pzr sonucunda Pratylenchus vulnus olarak
Karaman ilinde 2 adet 6rnekte, Konya ilinde elde edilen drneklerden 3 tanesinde pozitif

sonug elde edilmistir. Elde edilen sonuglarin oldugu jel goriintiileri asagida verilmistir.

Karaman ilinden 2016 yillarinda merkez ilgesinden arpa ekili 6, Ayranci ilgesinden arpa
ekili 22 nolu arazilerden alinan 6rneklerden ayrilan nematod 6rneklerinin Pratylenchus
vulnus i¢in D3b-R/Pvul-F primeri ile 287 baz ¢ifti biiyiikliigiinde beklenen bantlar elde
edilmistir. Konya ilinden 2016-2017 yillarinda Cumra ilgesinden bugday ekili 72, Kulu
ilgesinden bugday ekili tiiriinden 156 numarali 6rnekllerden toplamda 4 tanesinde D3b-
R/Pvul-F primeri ile Pratylenchus vulnus i¢in beklenen 287 baz ¢ifti biiyilikliglinde
toplamda 4 adet bant elde edilmistir. Elde edilen sonuglarin oldugu 13, 14 ve 15. jel
gortntiileri S ekil 4-15, 4-16 ve 4-17’ de verilmistir.
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vulaus | D3b-R ¥ *

Sekil 4-15 D3b-R/Pvul-F primeri ile 2016 yilinda Karaman’da toplanan toprak orneklerinden 14 adet
nematod drneginin molekiiler taramasina ait agaroz jel goriintiisii (L: 100 b¢ Ladder).
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Sekil 4-16 D3b-R/Pvul-F primeri ile 2016 yilinda Konya’da toplanan toprak orneklerinden 17 adet
nematod drneginin molekiiler taramasina ait agaroz jel goriintiisii (L: 100 b¢ Ladder).
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137

Pratyl

nematod 6rneginin molekiiler taramasina ait agaroz jel goriintiisii (L: 100 b¢ Ladder).

Molekiiler tiir teshisi calismalarinda 5 adet Pratylenchus tiiriniin belirlenmesi igin
kullanilan D3b-R/ Ptho-F (P. thornei), D3b-R/ Pneg-F (P. neglectus) ve D3b-R/ Ppen-F
(P. penetrans), D3b-R/ Pscr-F (P. scribneri) ve D3b-R/ Pvul-F (P. vulnus) primerleri
ile elde edilen sonuglar gizelge 4-8° de toplu olarak sunulmustur. Cizelge filogenetik
iligkilerin belirlenmesi i¢in ¢izilecek dendrogramlar i¢in matris tablosu olarak

kullanilmaistir.
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Sérvey izolasyon D3b-R/ D3b-R/ D3b-R/ D3b-R/ D3b-R/
.. . Ptho-F Pneg-F Ppen-F Pscr-F Pvul-F
ornek no materyali . . . . . . . . - .
primeri primeri primeri primeri primeri
4 Toprak +
6 Toprak + +
8 Toprak +
11 Bitki +
12 Toprak +
14 Toprak +
16 Toprak
19 Toprak
22 Toprak + +
24 Toprak +
32 Toprak +
39 Toprak + +
41 Toprak +
42 Bitki, toprak +,+
43 Toprak
51 Bitki +
54 Bitki +
56 Bitki + +
57 Toprak
58 Bitki +
63 Bitki +
67 Toprak +
70 Bitki +
71 Toprak
72 Toprak + +
76 Toprak +
79 Toprak +
81 Toprak +
85 Bitki + +
86 Bitki +
87 Toprak
92 Bitki +
95 Bitki + +
96 Bitki + +
101 Toprak
103 Bitki, toprak + +
108 Toprak +
113 Bitki + +
115 Toprak
117 Toprak +
120 Toprak +
123 Bitki + +
129 Toprak +
130 Toprak
133 Toprak +
134 Bitki +
137 Bitki, toprak +,+ +
141 Bitki, toprak +,+ +
153 Bitki + + +
155 Bitki, toprak +,+ +
156 Toprak + +
158 Bitki + + +

Cizelge 4-8 Pzr calismalari sonucunda Prtaylenchus tiirleri i¢in elde edilen sonuglarin toplu gésterimi
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Sérvey izolasyon D3b-R/ D3b-R/ D3b-R/ D3b-R/ D3b-R/
.. . Ptho-F Pneg-F Ppen-F Pscr-F Pvul-F
ornek no materyali . . . . . . . . . .
primeri primeri primeri primeri primeri
167 Toprak +
170 Toprak +
172 Toprak +
176 Toprak +
179 Toprak +
180 Bitki + +
181 Bitki +
182 Bitki
184 Bitki + +
185 Toprak +
187 Toprak +
189 Bitki + +
191 Bitki +
192 Bitki +
193 Bitki + +
197 Bitki +
198 Toprak +
199 Bitki +
200 Toprak +
201 Bitki, toprak +,+
203 Bitki +
204 Bitki +
206 Bitki +
207 Bitki, toprak +,+ +
210 Toprak +
212 Bitki, toprak +,+
213 Toprak +

Cizelge 4-8 (Devami) Pzr ¢alismalart sonucunda Prtaylenchus tiirleri i¢in elde edilen sonuglarin toplu
gosterimi

4.4.1. Tahil Kist Nematodlarimin Molekiiler Tiir Teshisi

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucu elde edilen iirlinler jelde yiiriitiilerek goriintii elde
edilmistir. Karaman ilinden 2017 yillarinda merkez ilgesinden bugday ekili 5, 11, 59
Arpa ekili 17, 54 Ayranci ilgesinden bugday 27, arpa ekili 21 nolu arazilerden alinan
orneklerden ayrilan nematod orneklerinin Heterodera filipjevi i¢in HfITS-R/HfITS-F
primeri ile 170 baz cifti bilyiikliigiinde beklenen toplamda 7 bantlar elde edilmistir.
Konya ilinden 2017 yillinda Cumra ilgesinden bugday ekili 74, Karatay il¢esinden
bugday ekili 187, 188 ve arpa bitki tiirii ekili iinden 83, 93, Beysehir ilgesinden bugday
ekili 115, Hoytik ilgesinden bugday ekili 116, Ilgin ilgesinden bugday ekili 124, 126,
127 arpa ekili 122, Tuzlukgu ilgesinden bugday ekili 133, arpa ekili 134, Yunak
ilgesinden bugday ekili 139, 142, Cihanbeyli ilgesinden bugday ekili 161, 164, 180, ve
arpa ekili 183, Kadinhani il¢esinden bugday ekili 208,210, Altinekin ilgesinden bugday
ekili 199, Sarayonii ilgesinden bugday ekili 207, arpa ekili 201, numarali 6rnekllerden
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toplamda 24 tanesinde Heterodera filipjevi icin HfITS-R/HfITS-F primeri ile 170 baz
cifti biiyiikliigiinde bantlar elde edilmistir. Elde edilen sonuglarin oldugu 1, 2, ve 3. jel
gortintiileri Sekil 4-18, 4-19 ve 4-20° de verilmistir.

Heterodena | HATS.F
Slipjavi | HATS-R

Sekil 4-18 HfITS-R/HFITS-F primeri ile 2017 yilinda Karaman’da toplanan toprak 6rneklerinden 7 adet
nematod drneginin molekiiler taramasina ait agaroz jel goriintiisii (L: 100 b¢ Ladder).

74 83 93 115 116 122 124 126 127 133 134 139 142 159 161 164180 183

Sekil 4-19 HfITS-R/HfITS-F primeri ile 2017 ylhnda Konya’da toplanan foprak orneklerinden 18 adet
nematod drneginin molekiiler taramasina ait agaroz jel goriintiisii (L: 100 bg Ladder).

Heterodera | HATS-R:
Jiligjevi |HATS-F

Sekil 4-20 HfITS-R/HfITS-F primeri ile 2017 yilinda Konya’da toplanan toprak 6rneklerinden 8 adet
nematod drneginin molekiiler taramasina ait agaroz jel goriintiisii (L: 100 bg Ladder).

+ + + + + + -
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Sorvey izolasyon HfITS-R/ HalTS-F6/ Hlat-actF/
Ornek No Materyali HfITS-F HalTS-R4 Hlat-actR

5 Toprak +
11 Toprak +
17 Toprak +
21 Toprak +
27 Toprak +
54 Toprak +
59 Toprak +
74 Toprak +
83 Toprak +
93 Toprak +
115 Toprak +
116 Toprak +
122 Toprak +
124 Toprak +
126 Toprak +
127 Toprak i
133 Toprak +
134 Toprak +
139 Toprak +
142 Toprak R
159 Toprak

161 Toprak +
164 Toprak +
180 Toprak "
183 Toprak +
187 Toprak +
188 Toprak +
199 Toprak +
201 Toprak +
207 Toprak +
208 Toprak +
209 Toprak

210 Toprak +

Cizelge 4-9 Molekiiler tiir teshisi ¢alimalarinda Heterodera tiirlerinin belirlenmesi igin kullanilan
primerler ile elde edilen pozitif sonuclarin gosterildigi matris tablosu (Siitunlarda belirtilen primerlerle
pozitif sonug elde edilen 6rnek numaralart + olarak belirtilmistir).

Karaman ve Konya illerinden 2017 yillinda alinan bitkiden elde edilen nematod
orneklerinin HalTS-F6/HalTS-R4 primeri ile yapilan PZR c¢alismalari sonucunda
Heterodera avenae i¢in 242 baz ¢ifti biyilikliginde beklenen bantlar elde

edilememistir.

Karaman ve Konya illerinden 2017 yillarinda alinan bitkiden elde edilen nematod
orneklerinin Hlat-actF/ Hlat-actR primeri ile yapilan PZR c¢alismalar1 sonucunda
Heterodera latipons ic¢in 204 baz c¢ifti biyiikliigiinde beklenen bantlar elde

edilememistir.
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Molekiiler tiir teshisi ¢alismalarinda 3 adet Heterodera tiiriiniin belirlenmesi ig¢in
kullanilan HfITS-R/HFITS-F (H. filipjevi), primerleri ile elde edilen pozitif sonuglar
cizelge 4-9° da toplu olarak sunulmustur. Cizelge filogenetik iliskilerin belirlenmesi i¢in

cizilecek dendrogramlar i¢in matris tablosu olarak kullanilmstir.

Molekiiler olarak incelenen Orneklerin ikisi hari¢ tamaminda (toplam 31 o6rnek) H.
filipjevi tiirii tespit edilmistir. Onceki ¢alismalarda (Yavuzaslanoglu ve ark., 2012) Orta
Anadolu Bolgesinde H. filipjevi tiirtiniin hakim oldugu bulgularini destekler sonuglar

elde edilmistir.

Bunun yaninda tez ¢alismasinda 5, 21, 27, 59, 93, 116, 127, 134, 139, 159, 161, 164,
180, 187, 188, 199, 207 numarali 6rneklerin morfolojik ve molkiiler tiir teshislerinde

ortak olarak H. filipjevi olarak tespit edilmistir.
4.5. Kok Yara ve Tahil Kist Nematodlarinin Filogenetik Analizi

Elde edilen nematod popiilasyonlarinin  dendogramlarinin  olusturulmasinda
DendroUPGMA (D-UPGMA) programi kullanilmistir (Anonim, 2018). Genetik
benzerlik ve uzakliklar Nei-Li (1979) tarafindan oOnerilen program kullanilarak
hesaplanmistir. Asagida Pratylenchus thornei (Sekil 4-21), Pratylenchus neglectus
(Sekil 4-22), Pratylenchus vulnus (Sekil 4-23) ve Heterodera flipjevi (Sekil 4-24)’de

hazirlanan dendogram goriintiileri verilmistir.
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Treeszcale: 01

Sekil 4-21 Molekiiler analiz sonucunda elde edilen dendrogram goriintiisii (P. thornei)

Pratylenchus thornei tiirii i¢in hazirlanan dendrogramda, P. thornei olarak teshis edilen
4,6, 8, 11, 12, 14, 22, 24, 32, 39,41, 42, 51, 54, 56, 58, 63, 67, 70, 72, 76, 79, 81, 85,
86, 92, 95, 96, 103, 108, 113, 117, 120, 123, 129, 133, 134, 137, 141, 153, 155, 156,
158, 167, 170, 172, 176, 179, 180, 181, 184, 185, 187, 189, 191, 192, 193, 197, 198,
199, 200, 201, 203, 204, 206, 207, 210, 212, 213 numarali 6rnekler bir grup, negatif
sonug elde edilen 16, 19, 43, 57, 71, 87, 101, 115, 130, 182 numarali 6rnekler bir grup

olusturacak sekilde ayrilmistir.
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Tree scale: 01 o 8
@

IS T - M
Sekil 4-22 Molekiiler analiz sonucunda elde edilen dendrogram gériintiisii (P.neglectus)

Pratylenchus neglectus tiirii i¢in hazirlanan dendrogramda, P. neglectus olarak teshis
edilen 39, 56, 85, 123, 137, 153, 158 numarali 6rnekler bir grup incelenen ve negatif

sonug alinan geri kalan 6rnekler bir grup olarak ayrilmustir.
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Treescale: 0.1 —

NEPFgge >
Sekil 4-23 Molekiiler analiz sonucunda elde edilen dendrogram goriintiisii (P. vulnus)
Pratylenchus vulnus tiirii i¢in hazirlanan dendrogramda, P. vulnus olarak teshis edilen 6,
22, 72, 95, 96, 103, 113, 141, 153, 155, 156, 158, 180, 184, 189, 193, 207 numarali

ornekler bir grup incelenen ve negatif sonug alinan geri kalan 6rnekler bir grup olarak

ayrilmistir.
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Treescale: 01 o
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Sekil 4-24 Molekiiler analiz sonucunda elde edilen dendrogram goriintiisii (H. filipjevi)

Heterodera filipjevi tiirii i¢in hazirlanan dendrogramda, H. filipjevi olarak teshis edilen
5,11, 17, 21, 27, 54, 59, 74, 83, 93, 15, 116, 122, 124, 126, 127, 133, 134, 139, 142,
159, 161, 164, 180, 183, 187, 188, 199, 201, 207, 208, 209, 210 numarali 6rnekler bir

grup ve negatif sonug alinan 159 ve 209 numarali 6rnekler bir grup olarak ayrilmistir.
4.6. Kok Yara Nematodlarinin Havug Kiiltiiriine Alinmasi

Nisan ayinda 6rneklemesi gergeklestirilen hareketli nematodlardan elde edilen kok yara
nematodlart 1 adet disiden havug¢ diskleri {izerinde cogaltilarak kiiltiire alinmistir.
Yapilan kiiltir ¢alismalarindan 750 tane kiltiir yapilmig bunlardan 4 adedinde disk
tizerinde lireme elde edilmistir. Nematod kiiltiirlerinin olusturuldugu lokasyon bilgileri

Cizelge 4-8’ de verilmistir.
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Kiiltiir .
2 Izolasyon . GPS
Sira Orek No . 11- Ilgce
No Materyali Lokasyonu
37°20'54.2"N
1 14 Toprak Karaman Ayranci 33°41'41 5"
37°21'48.3"N
2 15 Toprak Karaman Ayranci 33°4133.0"E
o1 37°27'37.1"N
3 25 Toprak Konya Eregli 3395746.9"F
. 37°01'51.9"N
4 45 Toprak Konya Giineysinir 32°4139.1"E

Cizelge 4-10 Tek bir disi nematodan ¢ogalma gerceklesen havug kiiltiirlerinin elde edildigi lokasyonlar.

Cogaltilan havug kiiltiirlerinden elde edilen nematodlarin dorder tekeriir olacak sekilde
primerler ile molekiiler tiir teshisleri yapilmistir. Molekiiler teshisler sonucunda 1, 2., 3.
ve 4. Kiiltiirler P. neglectus olarak tespit edilmistir. Jel goriintiisii asagida verilmistir.
(Sekil 4-25).

L PK NK 144

== " —_— p
1571 250 457 1472 152

¥ e
5/2 4512 1

— — L IS T
14/3 1513 25/3 45/3 14/415/4 2514 45/4

Sekil 4-25 D3b-R/Pneg-F primeri ile 2017 yilinda toplanan toprak 6rneklerinden elde edilen kiiltiirlerin

molekiiler taramasina ait agaroz jel goriintiisii (L: 100 b¢ Ladder).
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5. SONUC

Bugday alanlarinda 6nemli oranda verim kaybina neden olan bitki paraziti nematodlar
igerisinde yer alan Tahil kist nematodu (Heterodera spp.) ve Kok yara nematodu

(Pratylenchus spp.) bolge i¢in ekonomik ag¢idan 6nem arz etmektedir.

Morfolojik karakterlerin kullanimi ile yapilan calismalarin nematod taksonomisinde
cogu zaman yeterli olmamasi glinlimiizde molekiiler teknikleri nematod taksonomisinde
hizli ve kesin sonuglarin alinabilmesi i¢in siklikla bagvurulan yontemler olmustur.
Molekiiler yontemlerin maliyetinin diismesi, daha hizli ve pratik yontemlerin devreye

girmesi bu tekniklerin daha yaygin kullanilmasina olanak saglayacaktir.

Tahil kist nematodu (Heterodera spp.) ve Kok yara nematodu (Pratylenchus spp.)
tirleri ile miicadele etmenin ilk asamasi tiir tespiti yapmaktir. Tez calismamizda
Tiirkiye’ de onemli bugday iiretim alanlari olan Konya ve Karaman bdlgelerinde
bulunan nematod tiirlerinin morfolojik ve genetik 6zelliklerine gore tespit edilmesi ve
elde edilen populasyonlarin filogenetik iligkilerinin ortaya konulmasi amaglanmuistir.
Konya ve Karmaan ilinde tahil ekili tarlalardan 215 adet bitki ve toprak ornegi
toplanarak elde edilen tahil kist ve kok yara nematodlar1 morfolojik ve molekiiler olarak
teshis edilmistir. Buna gore Konya ve Karaman illerinde Pratylenchus cinsine ait P.
thornei, P. neglectus ve P. vulnus tiirleri tespit edilmistir. Incelenen 6rneklerde 69
okasyonda P. thornei, 7 lokasyonda P. neglectus tiirii ve 17 lokasyonda P. vulnus tiirii
tespit edilmistir. Pratylenchus tiirlerinin populasyon diizeyi toprak o6rneklerinde 0-111
nematod/ 100 g kuru toprak, bitki drneklerinde 0-100 nematod/ bitki arasinda oldugu
belirlenmistir. Orneklenen alanlarda 31 lokasyonda H. filipjevi tiiriiniin bulundugu ve
Heterodera spp. kist yogunlugunun bitki 6rneklerinde 0-4 kist/ bitki arasinda, toprak

orneklerinde 0-55 kist/ 250 g kuru toprak arasinda bulundugu gorilmiistiir.

Gergeklestilen calisma, onemli bir tahil liretim merkezi olan bolgede dnemli zararlilar
arasinda bulunan tahil kist ve kok yara nematodlarimin dagilimlart ve yogunluk
degisimleri hakkinda giincel bilgiler vererek, buna goére etkin kontrol onlemlerinin

alinmasi i¢in yararli olmustur.
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EKLER

Ek 1. Konya ve Karaman illerinden 2016 ve 2017 yillarinda bitki ve toprak 6rneklerinin
toplandig1 yil, il, ilge, GPS lokasyonu ve drnekleme zamaninda ekili iiriin

bilgileri.

Ekili

g:r?(lellj( Yil Ornek il ilce ornek Enlem Boylam
No o nan

urun
1 2016 |1 Karaman | Merkez Arpa | 37.14711403374562 |33.339088968180434
2 2016 |2 Karaman | Merkez Arpa | 37.12036801940198 |33.382198022697395
3 2016 |3 Karaman | Merkez Arpa |37.12618498832351 |33.40603699271625
4 2016 |4 Karaman | Merkez Bugday | 37.21230499272036 | 33.33228495910023
5 2016 |5 Karaman | Merkez Bugday | 37.23695303715531 | 33.34566499663349
6 2016 |6 Karaman | Merkez Arpa | 37.25670002348906 |33.40215999815078
7 2016 |7 Karaman | Merkez Bugday | 37.287913987485524 | 33.477802004134865
8 2016 |8 Karaman | Merkez Bugday | 37.32161198048466 | 33.5753620269877
9 2016 |9 Karaman | Merkez Bugday | 37.350139981167466 | 33.64467800507705
10 2016 (10 Karaman | Merkez Arpa | 37.365971011884795 | 33.66562803878783
11 2016 |11 Karaman | Merkez Bugday | 37.386178 33.631925
12 2016 |12 Karaman | Merkez Arpa 37.35883099794283 | 33.6739530047707
13 2016 |13 Karaman | Merkez Arpa 37.351988 33.680590
14 2016 |14 Karaman | Merkez Bugday | 37.348397 33.694849
15 2016 |15 Karaman | Merkez Bugday | 37.363417980778685 | 33.69250302771025
16 2016 |16 Karaman | Merkez Arpa |37.35091399005487 |33.71712799312314
17 2016 |17 Karaman | Merkez Arpa 37.3291540401819 | 33.716741971851064
18 2016 |18 Karaman | Merkez Arpa 37.375010 33.744042
19 2016 (19 Karaman | Ayranci Arpa | 37.36604600919456 |33.7134380388161
20 2016 |20 Karaman | Ayranci Bugday | 37.40520203245692 | 33.84701197499956
21 2016 |21 Karaman | Ayranci Arpa | 37.440016 33.852062
22 2016 |22 Karaman | Ayranci Arpa | 37.461495 33.899667
23 2016 |23 Karaman | Ayranci Bugday | 37.47524098608053 | 33.93696299228851
24 2016 |24 Konya | Eregli Bugday | 37.462464 33.944816
25 2016 |25 Konya | Eregli Arpa | 37.460292 33.963034
26 2016 |26 Karaman | Ayranci Bugday | 37.4823919940486 | 33.99921703380541
27 2016 |27 Karaman | Ayranci Bugday | 37.482403 34.017011
28 2016 |28 Konya | Eregli Arpa | 37.44548002930436 |34.15250301912138
29 2016 |29 Karaman | Merkez Bugday | 37.154597 33.217971
30 2016 |30 Karaman | Merkez Bugday | 37.11849599201961 | 33.23539702737725
31 2016 |31 Karaman | Merkez Arpa 37.06946402074233 | 33.26615501048819
32 2016 |32 Karaman | Merkez Bugday | 37.015826998097786 | 33.27928396432758
33 2016 |33 Karaman | Merkez Bugday | 36.61375698882357 | 33.37124096384742
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34 2016 |34 Karaman | Merkez Bugday | 36.60846898615577 | 33.27049702097461
35 2016 |35 Karaman | Merkez Bugday | 36.62015100000464 | 33.23484901197544
36 2016 |36 Karaman | Merkez Bugday | 36.607666990361366 | 33.22682498698144
37 2016 |37 Karaman | Ermenek | Bugday | 36.63795798172836 |32.88098799434716
38 2016 |38 Karaman | Ermenek | Arpa | 36.69011898083423 |32.790810035928175
39 2016 |39 Karaman | Bagyayla | Bugday | 36.718620979248485 | 32.75588001268902
40 2016 |40 Karaman | Bagyayla | Bugday | 36.72282201477729 |32.74659798288466
41 2016 |41 Karaman | Ermenek | Bugday | 36.69094299750699 | 32.76608498743256
42 2016 |42 Karaman | Ermenek |Arpa | 36.673648998105676 | 32.75588199378493
43 2016 |43 Karaman | Sariveliler | Arpa | 36.649007037576254 | 32.68076797132446
44 2016 |44 Karaman | Sariveliler | Bugday | 36.63982901194056 | 32.66248202683326
45 2016 |45 Konya | Giineysinir | Bugday | 37.031089029802686 | 32.694180015259036
46 2016 |46 Konya | Giineysimir | Bugday | 37.09452402862041 | 32.72423001823549
47 2016 |47 Konya |Giineysimir | Arpa | 37.10669200767629 | 32.74052699846706
48 2016 |48 Karaman | Merkez Arpa | 37.13006303736373 |32.80692098289602
49 2016 |49 Karaman | Merkez Arpa 37.123094014189896 | 32.861159984335714
50 2016 |50 Karaman | Merkez Arpa | 37.134170969662215 | 32.891779996734144
51 2016 |51 Karaman | Merkez Arpa 37.118894000696216 | 32.978075015878105
52 2016 |52 Karaman | Merkez Bugday | 37.11839099306956 | 33.011748029794525
53 2016 |53 Karaman | Merkez Bugday | 37.106215984215275 | 33.06302001168219
54 2016 |54 Karaman | Merkez Arpa 37.1348489894475 | 33.08237500279992
55 2016 |55 Karaman | Merkez Bugday | 37.17031299770706 |33.13328904105238
56 2016 |56 Karaman | Merkez Arpa 37.175610975484105 | 33.16722099817534
57 2016 |57 Karaman | Merkez Arpa 37.187039 33.180885

58 2016 |58 Karaman | Merkez Arpa | 37.212261 33.153728

59 2016 |59 Karaman | Merkez Bugday | 37.26541200874291 | 33.06577996742289
60 2016 |60 Karaman | Merkez Arpa | 37.30787401046034 | 33.04600604278037
61 2016 |61 Karaman | Merkez Bugday | 37.326519034269204 | 33.03577999114947
62 2016 |62 Karaman | Merkez Arpa 37.348145 33.022909

63 2016 |63 Karaman | Merkez Bugday | 37.373905 33.011006

64 2016 |64 Karaman | Merkez Bugday | 37.39329699047326 | 33.01063403892725
65 2016 |65 Karaman | Merkez Arpa | 37.45612699247645 |33.019345018525904
66 2016 |66 Konya |Cumra Arpa |37.46569797601689 |32.92015399002284
67 2016 |67 Konya |Cumra Bugday | 37.483486 32.898231

68 2016 |68 Konya |Cumra Bugday | 37.61674598577186 | 32.79803700204413
69 2016 |69 Konya |Cumra Bugday | 37.52493759293703 | 32.845878

70 2016 |70 Konya |Cumra Bugday | 37.556992 32.805712

71 2016 |71 Konya |Cumra Bugday | 37.59894651765518 | 32.79081459949332
72 2016 |72 Konya |Cumra Bugday | 37.652138 32.810197

73 2016 |73 Konya |Cumra Bugday | 37.69595702026834 | 32.80285101994516
74 2016 |74 Konya |Cumra Bugday | 37.684598 32.839432

75 2016 |75 Konya |Cumra Bugday | 37.68467311659463 | 32.852719894359886
76 2016 |76 Konya |Cumra Bugday | 37.68035797149668 | 32.8913650403854

77 2016 |77 Konya |Karatay Arpa | 37.690484996973574 | 32.912998978962094
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78 2016 |78 Konya |Karatay Bugday | 37.70655502051848 | 32.924564989176055
79 2016 |79 Konya |Karatay Arpa |37.73952704336011 |32.92493896280936
80 2016 |80 Konya |Karatay Arpa |37.780614972511415 | 32.9301010150312
81 2016 |81 Konya |Karatay Bugday | 37.76905600780184 | 32.96476599400968
82 2016 |82 Konya |Karatay Bugday | 37.73632499090921 | 33.059901970307536
83 2016 |83 Konya | Karatay Arpa 37.72799201492548 | 33.144654992531464
84 2016 |84 Konya |Karapmar |Arpa |37.713045015096526 | 33.24806404229481
85 2016 |85 Konya |Karapmar |Arpa |37.69408298677006 |33.26043400642859
86 2016 |86 Konya |Karapmar |Arpa |37.672158 33.282669

87 2016 |87 Konya |Karapmar |Bugday |37.65053802623362 | 33.30725399712413
88 2016 |88 Konya |Karapmar |[Arpa |37.614376008952355 | 33.30269502234562
89 2016 |89 Konya |Karapmar |Bugday |37.56765900422819 |33.31144196250303
90 2016 |90 Konya |Karapmar |Bugday |37.527219022276455 | 33.319789001026656
91 2016 |91 Konya |Karapinar |Bugday |37.48602001304775 |33.30048398541531
92 2016 |92 Karaman | Merkez Bugday | 37.44566197315609 | 33.275608039464224
93 2016 |93 Karaman | Merkez Arpa 37.3689279944913 | 33.23539702737725
94 2016 |94 Konya |Giineysinr |Bugday | 37.27204295600835 |32.735881039223244
95 2016 |95 Konya |Giineysinr |Bugday | 37.267285028992845 | 32.70315898135181
96 2016 |96 Konya |Bozkir Bugday | 37.21582503461867 | 32.56673096684868
97 2016 |97 Konya |Bozkir Bugday | 37.45654702179119 | 32.382803008730086
98 2016 |98 Konya |Bozkir Bugday | 37.18974296613929 | 32.21710499570956
99 2016 |99 Konya |Bozkir Bugday | 37.2255729902458 | 32.17152998733668
100 2016 | 100 Konya | Ahirh Bugday | 37.26219817094387 | 32.13881919660395
101 2016 |101 Konya |Yahhdyiik |Arpa |37.27462197218914 |32.10985598743891
102 2016 | 102 Konya |Yahhdyiik |Bugday |37.3078759794128 |32.1036119813552
103 2016 |103 Konya | Yalhhdyiik |Bugday |37.33446098866965 |32.094510015091764
104 2016 |104 Konya | Yalhhéyiik |Bugday |37.36216101384518 |32.08052499517103
105 2016 | 105 Konya |Seydisehir |Bugday | 37.3846620337104 | 32.065633004344214
106 2016 | 106 Konya |Seydisehir | Bugday | 37.39033898364782 |32.03788796424375
107 2016 | 107 Konya | Seydisehir |Bugday | 37.40377099106068 |31.92205596187899
108 2016 | 108 Konya |Seydisehir | Bugday | 37.415536031879 31.874215993142183
109 2016 | 109 Konya | Seydisehir | Bugday | 37.44080999440618 |31.864256982950756
110 2016 |110 Konya | Seydisehir | Bugday | 37.556033977968326 | 31.799140979199223
111 2016 |111 Konya |Beysehir |Bugday | 37.586056981008475 | 31.80503496558108
112 2016 | 112 Konya |Beysehir |Bugday |37.61565197993516 |31.790376034771526
113 2016 |113 Konya |Beysehir |Arpa |37.708799016674 31.711387980550825
114 2016 | 114 Konya |Beysehir |Bugday |37.80568502621235 |31.653601957541284
115 2016 |115 Konya |Beysehir |Bugday |37.83698596730274 |31.62810401806079
116 2016 | 116 Konya | Hiiyiik Bugday | 37.86649200192536 |31.592728041563937
117 2016 | 117 Konya | Hiiyiik Bugday | 37.96396201316896 |31.602177037118558
118 2016 | 118 Konya |Doganhisar | Bugday | 38.06286097561434 | 31.646851996835647
119 2016 | 119 Konya | Doganhisar | Bugday | 38.17727401178551 | 31.680748027035033
120 2016 | 120 Konya | Doganhisar | Bugday | 38.21112000181453 |31.68516801795271
121 2016 |121 Konya |Ilgin Bugday | 38.27693297689283 | 31.710368041432066
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122 2016 | 122 Konya |Ilgin Arpa | 38.290874984499524 | 31.727471977826898
123 2016 | 123 Konya |Ilgin Bugday | 38.29282903472958 |31.777711002089116
124 2016 |124 Konya |Ilgin Bugday | 38.28473802690346 | 31.855598025091474
125 2016 | 125 Konya |Ilgin Bugday | 38.28148800070642 | 31.87390097420275
126 2016 | 126 Konya |Ilgin Bugday | 38.28469001794873 |31.96119099553871
127 2016 | 127 Konya |Ilgin Bugday | 38.292922019320564 | 32.00973699308124
128 2016 |128 Konya | Aksehir Bugday | 38.37919404000505 |31.439029977826454
129 2016 | 129 Konya | Aksehir Bugday | 38.42151602959486 | 31.479458015820022
130 2016 | 130 Konya | Aksehir Bugday | 38.43937602099941 | 31.50483198734495
131 2016 |131 Konya | Aksehir Bugday | 38.462649973637774 | 31.526118032070528
132 2016 | 132 Konya |Tuzluk¢u |Bugday | 38.50464400750324 |31.59070203519838
133 2016 |133 Konya |Tuzluk¢u |Bugday |38.48564501646983 |31.618696003842455
134 2016 | 134 Konya |Tuzluk¢u |Arpa |38.45526203786147 |31.629392969618245
135 2016 |135 Konya |Tuzluk¢u |Bugday |38.54890699427139 |31.577296031608853
136 2016 | 136 Konya |Tuzluk¢u |Bugday |38.58793100659557 |31.623000990961096
137 2016 | 137 Konya |Tuzluk¢u |Bugday |38.66735498960754 |31.663222964248344
138 2016 | 138 Konya | Yunak Bugday | 38.71763197058801 | 31.69060300419757
139 2016 | 139 Konya | Yunak Bugday | 38.75324347504078 | 31.713345722813372
140 2016 | 140 Konya | Yunak Bugday | 38.79883995503469 | 31.739975040148874
141 2016 |141 Konya | Yunak Bugday | 38.81382296971524 | 31.753218987762672
142 2016 | 142 Konya | Yunak Bugday | 38.820263009736045 | 31.785212996495606
143 2016 | 143 Konya | Yunak Bugday | 38.84173399224069 | 31.79321704248186
144 2016 | 144 Konya | Yunak Bugday | 38.87481801342172 | 31.796425018696635
145 2016 | 145 Konya | Celtik Bugday | 39.02528704059584 | 31.803709960428538
146 2016 | 146 Konya | Celtik Arpa |39.003799973737884 | 31.798312005085762
147 2016 |147 Konya | Celtik . . .

148 2016 |148 Konya |Kulu Bugday | 39.04076298894983 | 32.647643035313806
149 2016 | 149 Konya |Kulu Bugday | 39.056421028054395 | 32.71752299810319
150 2016 | 150 Konya |Kulu Bugday | 39.059204021070904 | 32.83313196681053
151 2016 |151 Konya |Kulu Bugday | 39.056954999793355 | 32.866102037437514
152 2016 | 152 Konya |Kulu Arpa |39.08201901215021 |32.95075301111689
153 2016 | 153 Konya |Kulu Bugday | 39.0833930148054 | 32.985203029261804
154 2016 | 154 Konya |Kulu Bugday | 39.08896602428475 | 33.04596997057188
155 2016 | 155 Konya |Kulu Bugday | 39.06596302829415 | 33.0548070116956
156 2016 | 156 Konya |Kulu Bugday | 39.03980997760661 | 33.040935020402536
157 2016 | 157 Konya |Kulu Bugday | 38.98003703007472 | 33.01500495959527
158 2016 | 158 Konya |Kulu Arpa |38.965648970102805 | 33.008739040146516
159 2016 | 159 Konya |Kulu Arpa |38.91716000540825 |32.99128799342802
160 2016 | 160 Konya |Cihanbeyli | Bugday | 38.79968101280388 |32.93164402422427
161 2016 | 161 Konya |Cihanbeyli | Bugday | 38.83795599711325 |32.85243196284226
162 2016 | 162 Konya |Cihanbeyli | Bugday | 38.86368897819415 |32.806443002742164
163 2016 |163 Konya |Cihanbeyli | Bugday | 38.88371900002118 | 32.75855996952835
164 2016 |164 Konya |Cihanbeyli | Bugday | 38.93185796604087 |32.6902599972953
165 2016 | 165 Konya |Cihanbeyli | Bugday | 38.951685035284086 | 32.64250497043769
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166 2016 | 166 Konya |Cihanbeyli | Bugday | 38.94895701091442 |32.59240102933443
167 2016 | 167 Konya |Cihanbeyli | Bugday | 38.94210601857578 |32.59847397006653
168 2016 | 168 Konya |Cihanbeyli | Bugday | 38.902605998824754 | 32.59312001789344
169 2016 | 169 Konya |Cihanbeyli | Bugday | 38.879398967916224 | 32.61951302549693
170 2016 | 170 Konya |Cihanbeyli | Arpa |38.856467004188424 | 32.63508796554254
171 2016 |171 Konya |Cihanbeyli | Arpa | 38.827996980991955 | 32.687562990885695
172 2016 | 172 Konya |Cihanbeyli | Arpa |38.849316988868345 | 32.72718798084115
173 2016 | 173 Konya |Cihanbeyli | Bugday | 38.86743002986863 |32.770070991275354
174 2016 |174 Konya |Cihanbeyli | Bugday | 38.86047098389078 |32.812116977533194
175 2016 | 175 Konya | Cihanbeyli | Bugday | 38.844003026349114 | 32.84136396174413
176 2016 |176 Konya |Cihanbeyli | Bugday | 38.809156018917584 | 32.908633999647265
177 2016 | 177 Konya | Cihanbeyli | Bugday | 38.79043396750474 |32.92800800481785
178 2016 |178 Konya |Cihanbeyli | Bugday | 38.738435996200586 | 32.918583027235556
179 2016 |179 Konya | Cihanbeyli | Arpa 38.71294997697561 | 32.91980596902241
180 2016 | 180 Konya |Cihanbeyli | Bugday | 38.6270139827808 32.92081201901637
181 2016 |181 Konya |Cihanbeyli | Bugday | 38.591308022554195 | 32.908452013883775
182 2016 | 182 Konya | Cihanbeyli | Bugday | 38.56470301858191 |32.89650000464577
183 2016 |183 Konya |Cihanbeyli | Arpa |38.537223998516595 | 32.87812201023151
184 2016 | 184 Konya | Cihanbeyli | Bugday | 38.46896999520998 |32.83331099022739
185 2016 | 185 Konya | Cihanbeyli | Bugday | 38.38261597896477 |32.79257000695701
186 2017 | 186 Konya | Karatay Arpa 37.846515 32.707251
187 2017 | 187 Konya | Karatay Bugday | 37.834188 32.795097
188 2017 |188 Konya | Karatay Bugday | 37.821312 32.888367
189 2017 | 189 Konya | Karatay Bugday | 37.877460 32.914944
190 2017 |190 Konya | Karatay Arpa 37.938568 32.901735
191 2017 |191 Konya | Karatay Bugday | 37.989715 32.890111
192 2017 {192 Konya |Karatay Bugday | 38.008662 32.816378
193 2017 |193 Konya | Karatay Arpa | 37.978114 32.710529
194 2017 | 194 Konya |Selguklu |Bugday | 38.062250 32.676747
195 2017 | 195 Konya |Selguklu |Bugday |38.145291 32.721514
196 2017 | 196 Konya |Selguklu |Bugday | 38.190263 32.743420
197 2017 | 197 Konya | Altinekin | Bugday | 38.254599 32.759530
198 2017 | 198 Konya |Altinekin | Bugday | 38.318635 32.750908
199 2017 {199 Konya | Altinekin | Bugday | 38.328212 32.694906
200 2017 | 200 Konya |Selguklu |Bugday | 38.319308 32.617865
201 2017 | 201 Konya |Sarayonii |Arpa |38.305482 32.537546
202 2017 |202 Konya |Sarayonii |Arpa |38.275947 32.453748
203 2017 | 203 Konya |Sarayonii |Bugday | 38.281298 32.411046
204 2017 | 204 Konya |Sarayonii |Bugday |38.341124 32.418722
205 2017 | 205 Konya |Sarayoni | Arpa 38.391054 32.463586
206 2017 | 206 Konya |Sarayonii |Bugday | 38.443376 32.464315
207 2017 |207 Konya |Kadinhani |Bugday |38.573150 32.276917
208 2017 | 208 Konya |Kadinhani |Bugday | 38.530210 32.250061
209 2017 {209 Konya |Kadinhani |Bugday | 38.565090 32.182947
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210 2017 (210 Konya |Kadinhan1 |Bugday | 38.561888 32.136606
211 2017 (211 Konya |Kadinham |Arpa |38.423415 32.152105
212 2017 |212 Konya |Kadinhami |Arpa |38.341191 32.180039
213 2017 | 213 Konya |Kadmhant |Bugday |38.265914 32.199045
214 2017 | 214 Konya |Kadinhani |Bugday | 38.215929 32.286574
215 2017 |215 Konya | Selguklu |Bugday | 38.077062 32.505232

Ek 2. Konya ve Karaman illerinden 2016 ve 2017 yillarinda bitki ve toprak
orneklerinde Kok Yara ve Tahil Kist Nematodu sayilari

Toplu .. Pratylenchus| Ortalama Heterodera Ortalama

Ornek | Y1 Ornek spp./100 g | Pratylenchus | spp. kist/250 g Hetero_dera

No s spp. kist/ 1

No kuru toprak | spp./ 1 bitki | kuru toprak bitki

1 2016 |1 0 0 0
2 2016 |2 0 0 0
3 2016 |3 0 0 0
4 2016 |4 22 0 0 0
5 2016 |5 0 0 7 0
6 2016 |6 22 0 0 0
7 2016 |7 0 0 0 0
8 2016 |8 21 0 3 0
9 2016 |9 0 0 0 0
10 2016 |10 0 0 14 0
11 2016 |11 0 20 1 0
12 2016 |12 22 0 0 0
13 2016 |13 0 20 0 0
14 2016 |14 21 0 0 0
15 2016 |15 0 0 0 0
16 2016 |16 0 0 4 0
17 2016 |17 0 0 0 0
18 2016 |18 0 0 0 0
19 2016 |19 0 0 0 0
20 2016 |20 0 0 0 0
21 2016 |21 0 0 8 0
22 2016 |22 21 0 0 0
23 2016 |23 0 0 0 0
24 2016 |24 25 0 0 0
25 2016 |25 0 0 0 0
26 2016 |26 0 0 0 0
27 2016 |27 0 0 3 0
28 2016 |28 0 0 1 0
29 2016 |29 0 0 0 0

(o))
(S}




30 2016 30 0 0 0
31 2016 31 0 0 0
32 2016 32 23 20 0 0
33 2016 33 0 0 0 0
34 2016 34 0 0 0 0
35 2016 35 44 0 0 0
36 2016 36 0 0 0 0
37 2016 37 0 0 0 0
38 2016 38 0 0 0 0
39 2016 39 22 0 0 0
40 2016 40 0 20 0 0
41 2016 41 22 20 0 0
42 2016 42 22 20 0 0
43 2016 43 0 0 0 0
44 2016 44 0 0 0 0
45 2016 45 0 0 0 0
46 2016 46 0 0 1 0
47 2016 47 0 0 0 0
48 2016 48 0 0 0 0
49 2016 49 0 0 0 0
50 2016 50 0 0 0 0
51 2016 51 0 20 4 0
52 2016 52 0 0 0 0
53 2016 53 0 20 0 0
54 2016 54 0 20 0 0
55 2016 55 0 0 0 0
56 2016 56 0 40 0 0
57 2016 57 22 0 0 0
58 2016 58 0 20 0 0
59 2016 59 0 36 2
60 2016 60 0 0 0
61 2016 61 0 2 0
62 2016 62 0 20 0 0
63 2016 63 0 20 0 0
64 2016 64 0 0 0 0
65 2016 65 0 0 0 0
66 2016 66 0 0 14 0
67 2016 67 22 0 1 0
68 2016 68 0 0 0 0
69 2016 69 0 0 2 0
70 2016 70 20 0 0
71 2016 71 0 0 0
72 2016 72 21 0 0 0
73 2016 73 0 0 0
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74 2016 74 0 0 1 0
75 2016 75 0 0 0 0
76 2016 76 22 0 0 0
7 2016 77 0 0 45 2
78 2016 78 0 0 0 0
79 2016 79 28 0 0 0
80 2016 80 0 0 0 0
81 2016 81 22 0 0 0
82 2016 82 0 0 6 0
83 2016 83 0 0 7 0
84 2016 84 0 0 0 0
85 2016 85 0 20 0 0
86 2016 86 0 20 0 0
87 2016 87 111 0 0 0
88 2016 88 0 0 0 0
89 2016 89 0 0 0 0
90 2016 90 0 0 4 0
91 2016 91 0 0 0 0
92 2016 92 0 20 0 0
93 2016 93 0 0 3 0
94 2016 94 0 0 0 0
95 2016 95 0 20 0 0
96 2016 96 0 20 0 0
97 2016 97 68 0 1 0
98 2016 98 0 0 0 0
99 2016 99 0 0 0 0
100 2016 100 0 0 0
101 2016 101 22 0 6 0
102 2016 102 0 0 0 0
103 2016 103 21 20 0 0
104 2016 104 0 0 0 0
105 2016 105 0 0 0 0
106 2016 106 0 0 13 1
107 2016 107 0 0 0 0
108 2016 108 20 0 0 0
109 2016 109 0 0 0 0
110 2016 110 0 0 0 0
111 2016 111 0 0 0 0
112 2016 112 0 0 0 0
113 2016 113 0 20 0 0
114 2016 114 0 0 0 0
115 2016 115 46 0 7 0
116 2016 116 0 0 0 0
117 2016 117 21 0 0 0




118 2016 118 0 0 0 0
119 2016 119 0 0 0 0
120 2016 120 42 0 0 0
121 2016 121 0 0 0 0
122 2016 122 0 0 3 0
123 2016 123 0 20 0 0
124 2016 124 0 0 7 0
125 2016 125 0 0 0 0
126 2016 126 0 0 6 0
127 2016 127 0 0 2 0
128 2016 128 0 0 0 0
129 2016 129 22 0 0 0
130 2016 130 21 0 0 0
131 2016 131 0 0 0 0
132 2016 132 0 0 0
133 2016 133 23 0 0 0
134 2016 134 0 20 7 0
135 2016 135 0 0 0 0
136 2016 136 0 0 0 0
137 2016 137 21 20 0 0
138 2016 138 0 0 0 0
139 2016 139 0 0 46 1
140 2016 140 0 0 0 0
141 2016 141 21 40 0 0
142 2016 142 0 0 5 0
143 2016 143 0 0 0 0
144 2016 144 0 0 0 0
145 2016 145 0 0 0 0
146 2016 146 0 0 0 0
147 2016 147 . . . .

148 2016 148 0 0 0 0
149 2016 149 0 20 4 0
150 2016 150 0 0 0 0
151 2016 151 0 20 0 0
152 2016 152 0 0 0 0
153 2016 153 0 20 0 0
154 2016 154 0 0 7 0
155 2016 155 27 20 0 0
156 2016 156 22 20 0 0
157 2016 157 0 0 0 0
158 2016 158 0 20 9 0
159 2016 159 0 0 17 0
160 2016 160 0 0 0 0
161 2016 161 0 5 0
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162 2016 162 0 0 0
163 2016 163 0 2 0
164 2016 164 0 20 35 4
165 2016 165 0 0 0 0
166 2016 166 0 20 0 0
167 2016 167 22 0 1 0
168 2016 168 0 0 0 1
169 2016 169 0 0 0 0
170 2016 170 22 0 22 0
171 2016 171 0 0 5 0
172 2016 172 22 0 0 0
173 2016 173 0 0 0 0
174 2016 174 0 0 0 0
175 2016 175 0 0 0
176 2016 176 20 0 0 0
177 2016 177 0 0 0 0
178 2016 178 0 0 0 0
179 2016 179 22 20 0 0
180 2016 180 0 100 37 0
181 2016 181 0 20 0 0
182 2016 182 0 20 0 0
183 2016 183 0 0 15 0
184 2016 184 0 20 0
185 2016 185 20 20 0
186 2017 186 0 0 0
187 2017 187 22 0 16 0
188 2017 188 22 22 0
189 2017 189 0 20 0 0
190 2017 190 0 0 0 0
191 2017 191 0 20 0 0
192 2017 192 0 20 0 0
193 2017 193 0 20 0 0
194 2017 194 0 0 0
195 2017 195 0 2 0
196 2017 196 0 0 0
197 2017 197 0 20 36 0
198 2017 198 20 0 0 0
199 2017 199 0 20 8 0
200 2017 200 21 80 0 0
201 2017 201 21 20 7 0
202 2017 202 20 0 4 0
203 2017 203 0 20 0 0
204 2017 204 0 20 0 0
205 2017 205 0 17 0
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206 2017 206 0 20 55 1
207 2017 207 21 20 4 1
208 2017 208 0 0
209 2017 209 1 0
210 2017 210 22 1 0
211 2017 211 0 0 0
212 2017 212 20 20 11 0
213 2017 213 43 60 0 0
214 2017 214 0 0
215 2017 215 1 0
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