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OZET

DOGU KARADENIZ BOLGESI YAPRAK LAHANA (Brassica oleracea var.
acephala) URETIM ALANLARINDAKI KiST NEMATODLARI (Heterodera
spp.)'NIN TESPIiTi VE BULASIKLIK DURUMUNUN BELIRLENMESI

BUGRA GUVERCIN
ORDU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BiTKi KORUMA ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZIi, 71 SAYFA

Dog. Dr. Faruk AKYAZI

Bu ¢alisma, Dogu Karadeniz Bolgesi yaprak lahana (Brassica oleracea var.
acephala) dretim alanlarindaki kist nematodlar1 (Heterodera spp.)'nin tespiti ve
bulasiklik durumunun belirlenmesi amaciyla 2021-2022 yillarinda gergeklestirilmistir.
Bu amagla 2021 ve 2022 yillarinda Ordu, Giresun, Trabzon, Rize ve Artvin illerini
kapsayan 5 il’e ait 56 ilgeden 77 Ornekleme yapilmustir. Toprak ornekleri yaprak
lahana bitkisi kok civarindan alinmistir. Nematodlar, Cobb's elek yontemi kullanilarak
elde edilmistir. Elde edilen nematodlarm morfolojik karekterleri ve molekiler
analizler kullanilarak teshisleri gercgeklestirilmistir. Molekller analiz icin, 28S
ribozomal RNA'nin (rRNA) (ITS1, 5.8S, ITS2) gen bolgesini kapsayan ribozomal
DNA bolgesi, TW81/AB28 primer setleri kullanilarak ve 28S ribozomal RNA'nin
(rRNA) D2-D3 genisleme bolgeleri, D2A/D3B primer setleri kullanilarak amplifiye
edilmistir. Ayrica Heterodera carotae Jones, 1950 icin tuire 6zgt primer seti olan (Car-
F/Car-R) kullanilarak mitokondriyal DNA'nin (mtDNA) Sitokrom Oksidaz I (cox1)
bolgesi kullanilmistir. Yapilan analizler sonucunda Dogu Karadeniz bolgesi yaprak
lahana yetisen alanlarda kist nematodlarindan H. carotae, H. cruciferaee Franklin,
1945 ve H. fici Kirjanova, 1954 tiirleri teshis edilmistir. Calismada yaprak lahana
uretimi yapilan alanlarda Giresun ili %35.29°1uk bulasiklik orani ilk sirada gelmekte
olup bunu %21.05 bulasik orani ile Trabzon ve Ordu illeri, %13.33 ile Rize ili takip
etmistir. Artvin ilinde ise alinan 6rneklerden kist nematoduna rastlanmamustir. Tespit
edilen tlrler icersinde en yaygin tiir %76.4 orani ile H. cruciferae tespit edilmis olup,
bunu %17.6 ile H. carotae, %5.8 ile Heterodera fici tiirleri takip etmistir.

Anahtar Kelimeler: Yaprak lahana, Kist nematodlar1, Heterodera spp., ITS.



ABSTRACT

DETERMINATION AND DISTRIBUTION OF CYST NEMATODES
(Heterodera spp.) IN KALE (Brassica oleracea var. acephala) PRODUCTION
AREAS IN EASTERN BLACK SEA REGION OF TURKIYE

Bugra GUVERCIN
ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

PLANT PROTECTION
MASTER THESIS, 71 PAGES

(SUPERVISOR: Assoc. Prof. Dr. Faruk AKYAZI)

This study was carried out in 2021-2022 in order to detect cyst nematodes
(Heterodera spp.) in kale (Brassica oleracea var. acephala) production areas of the
Eastern Black Sea Region and to their infestation status. For this purpose, 77 samples
were collected from 56 districts covering Ordu, Giresun, Trabzon, Rize and Artvin
provinces in 2021 and 2022. Soil samples were taken from around the root of the kale
plant. Nematodes were obtained using Cobb's sieve method. The nematodes were
identified using morphological chracters and molecular analysis. For molecular
analysis, the ribosomal DNA region including the gene region of 28S ribosomal RNA
(rRNA) (ITS1, 5.8S, 1TS2) was amplified using primer sets TW81/AB28 and the D2-
D3 expansion segments of 28S ribosomal RNA (rRNA) were amplified using primer
sets D2A/D3B. In addition, the Cytochrome Oxidase | (cox1) region of mitochondrial
DNA (mtDNA) was used using the species-specific primer set (Car-F/Car-R) for
Heterodera carotae. As a result of the analysis, cyst nematodes Heterodera carotae,
Heterodera cruciferae and Heterodera fici species were identified in the areas where
kale grows in the Eastern Black Sea region. In the study, Giresun province was the
first with a 35.29% infestation rate in the areas where kale was produced, followed by
Trabzon and Ordu provinces with 21.05% infestation rate, and Rize province with a
13.33%. No cyst nematode was found in the samples taken in Artvin province. In the
study, among the species detected, the most common species was H. cruciferae with
76.4%, followed by H. carotae at 17.6%, and H. fici at 5.8%.

Keywords: Kale, Cyst nematodes, Heterodera spp., ITS.
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1. GIRIS

Yaprak lahana Brassicaceae (Turpgiller) familyasindan olup, bilimsel ismi
Brassica oleracea var. acephala’dir (Oztiirk, 2005). Anavatan1 Kuzey Avrupa iilkeleri
ve Baltik denizi olarak kabul edilir ve yiizlerce yildir tiretimi yapilmaktadir. Avrupa
iilkelerinde yil boyunca, ililkemizde ise sadece bir iki ay hari¢ tiim yil boyunca
yetisebilen, iki yillik bir sebzedir (Vural, 2008; Anonim, 2022). Yaprak lahana ilk
olarak Avrupa ulkelerine dagilmistir. Ulkemize ise Yunanistan iizerinden girdigi
diistiniilmektedir. Yunanistan {izerinden {ilkemize giris yaptig1 i¢in anlami

“yenilebilen sebze” kelimesinden gelen lahana ismi verilmistir (Oztiirk, 2005).

Diinyadaki toplam lahana tretimi 104 milyon tondur. Bu Uretimin (gte birini
Cin Ustlenmektedir. Uretimde bu ulkeyi Hindistan, Rusya, Giiney Kore, Ukrayna,
Endonezya, Japonya, Vietnam, Amerika Birlesik Devletleri, Polonya ve Kenya takip
etmektedir (FAO, 2020). Tiirkiye ise 819 bin ton liretim ile 12. sirada yer almaktadir.
Ulkemizde 49.398 bin dekar yaprak lahana iiretimi yapilmaktadir. Bolge bazinda en
fazla yaprak lahana tiretimi 41.049 bin dekar ile Karadeniz B6lgesi’nde yapilmaktadir.
Karadeniz Boélgesi bu dretime 51.351-ton yaprak lahana ile Onemli katki
saglamaktadir. Bolgemize iller bazinda bakildiginda en fazla iiretim Giresun’da
yapilmakta olup bunu sirastyla Samsun, Trabzon ve Ordu takip etmektedir (TUIK,
2021).

Yaprak lahana insan sagligi agisindan ¢ok Onemli bir besin maddesidir. C
vitamini yoninden oldukga zengin olan yaprak lahana ayrica A, B, E vitaminleri,
kalsiyum, potasyum, kiikiirt, magnezyum, bakir ve demir agisindan da oldukca
zengindir. Yapilan arastrmalar sonucunda yaprak lahananin viicuttaki zehirli
maddelerin uzaklastirdigi ve astim, romatizma, siyatik, sarilik ve safra kesesi

hastaliklarma kars1 iyi bir koruyucu oldugu belirlenmistir (Anonim, 2021).

Diinya genelinde 6nemli bir kiltdr bitkisi olan yaprak lahanada, hastalik,
zararhlar ve yabanci otlar nedeniyle iiriin kayiplar1 yasanmaktadir. Bu kayiplarin bir
kismindan sorumlu olan bitki zararhlar1 arasinda ©Onemli olanlardan biri de
nematodlardir. Yeryiiziinde genis bir yayilima alanina sahip olan nematodlar, uzun
zaman boyunca ¢ok bilinmeyen organizma gruplarindan biri olmustur. Nematodlarla

ilgili ilk arastirmalar, 19. yiizyilda kiltir bitkilerindeki olumsuz etkilerinin fark



edilmesiyle baglamistir. Diinya genelinde kultlr bitkilerinde énemli bir zarara yol agan
nematodlar, yaklasik %12 oraninda iiriin kaybina sebep olan 6nemli bir zararli grubunu
olusturmakta olup, bu kaybm mali degeri tahminen 100 milyar dolar civarindadir
(Sasser, 1988). Holgado ve ark., (2006) tarafindan Norveg'te gergeklestirilen bir
arastirmada, Tahil kist nematodlar1 Heterodera avenae Wollenweber, 1924 ve H.
filipjevi Madzhidov, 1981 ile miicadelede, wklarin belirlenmesi ve dayanikli tahil
bitkilerinin kullaniminin, verimi 1000 kg/ha artirdigi belirtmisleridir. Ayni sekilde,
Gardner ve Caswell-Chen (1993), seker pancari kist nematodu Heterodera schachtii
Schmidt, 1871’nin Kaliforniya poptlasyonunun lahana (Brassica oleracea), phacelia
(Phacelia tanacetifolia), karabugday (Fagopyrum esculentum), yagl tohum turpu
(Raphanus sativus) ve beyaz hardal (Sinapis alba) ¢esitleri tizerindeki penetrasyon,
gelisim ve lireme siireglerini gozlemlemislerdir. Konukgu olmayan phacelia diginda,
bu bitkilerin tamaminin H. schachtii'nin ikinci evre larvalari tarafindan kolayca
penetre edildigini belirtmislerdir. Karabugdayda kist iiretiminin diisiik oldugunu rapor
etmiglerdir (bitki basma <2,5 kist). Beyaz hardal ¢esitlerinin ¢ogunda kist iiretiminin
orta diizeyde (bitki basma 5-14 kist) oldugunu, lahanada ise yiiksek diizeyde (bitki
basima 20-110 kist) oldugunu tespit etmislerdir. Heterodera schachtii icin 133 gln
boyunca gergeklestirilen mikroplot ¢aligmalari, phacelia, yagl tohum turpu ve beyaz
hardal c¢esitleri i¢in nadas uygulamalar1 gibi tarim yontemleriyle karsilastirildiginda,
ireme indeksinin 1.0'dan yiiksek oldugunu gostermistir. Bu sonuglar, bu bitki
cesitlerinin tarla kosullarnda H. schachtii'nin kontroli icin potansiyel olarak
kullanilabilecegini ve bu alanda daha fazla arastrma yapilmasi gerektigini
onermektedirler. Ulkemizde de kist nematodlari ilgili baz1 ¢alismalar yiiriitiilmiis ve
bu baglamda olarak Yuksel (1966), yaptig1 bir ¢alismada 1963 yilinda Erzurum'daki
lahana tarlalarinda H. cruciferae'yi ilk kez raport etmistir. Ayn1 yil i¢inde, Karadeniz
Bolgesi'nde misir ve bazu narenciye iiretim alanlarindan yaptigi survey ¢alismalarinda
H. cruciferae larvalarinin tespit edilmesi tizerine, 1965 yilinda gerceklestirdigi
arastirmada Unye'den Rize'ye kadar olan bdlgenin H. cruciferae ile enfekte oldugunu
bildirmistir. Ancak, bu bolgelerdeki nematod yogunlugu ve neden oldugu zarar
konusunda kesin bir degerlendirme yapmanin zor oldugunu ifade etmistir. Ayrica
Mennan ve Aydmli (2007), Samsun ili'nde lahana ekilis alanlarinmn yaklasik %

45’inin, H. cruciferae ile enfekte oldugunu tespit etmislerdir. Bir diger ¢calismada ise



Toktay ve ark., (2022) Nigde ilindeki lahana tiretim alanlarindaki kist nematodlarini
molekiiler yontemlerle tanimlayarak tarla kontroliine yonelik karar verme siirecine
destek olcagmi bildirmislerdir. Ribozomal DNA bdlgesi (rDNA-ITS) ve sitokrom
oksidaz alt tinite 1 (mtDNA-COI) dizileri Turkiye'de ilk kez Heterodera cruciferae'nin

(lahana kist nematodu) tanimlanmasi i¢in kullanildigini rapor etmislerdir.

Diinya’da yaprak lahana yetistirilen alanlarda birgok bitki paraziti nematod
tespit edilmistir. Ulkemizde ise yaprak lahana yetistiriciliginin yapildigt Dogu
Karadeniz Bolgesi’nde nematodlarla 1ilgili genis capli detayli bir calisma

yapilmamustir.

Bu ¢aligmanin amaci, lilkemizde 6nemli bir {iretim potansiyeli bulunan ve
Tirkiye’de yaprak lahana yetistirilen buyik bir kisminin gergeklestirildigi Dogu
Karadeniz Bolgesi’nde problem olan kist nematodlarinin dagilis1 ve tiir tespitlerinin
gerceklestirilmesidir. Calisma ile Ordu, Giresun, Trabzon, Rize ve Artvin Illerinde
yaprak lahanada yayilis gosteren kist nematodlarinin bulasiklik durumu ortaya
konularak, kist nematodlarinin morfolojik, morfometrik ve molekiler yontemlerle

tiirleri tespit edilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Doncaster (1956), Briiksel lahanasi, sar1 salgam, kolza ve beyaz hardalin kok
salgilarinm H. cruciferae yumurta agilimi tizerindeki etkisini incelemistir. Calismada,
bitkilerin tamammin kok salgilar1 uygulandiginda kistlerden larva c¢ikigmnin
gbzlendigini, ancak bu bitkilerin sadece topraklarindan elde edilen soliisyonlarda
yumurta ac¢iliminin azaldigi belirlenmistir. Ayrica, musluk suyuna kiyasla bu

farkliligin 6nemli olduguna vurgu yapmustir.

Mulvey (1972), heterodera cinsine ait 53 adet kist nematodunun detayli
incelemesi, bu tiirlerin tanimlanmasinda yeterli oldugunu 39 kist i¢in rapor etmistir.
Taksonomik 6zelliklerin belirlenmesinde temel bilgiler sunmustur. Vulva slit, fenestra
uzunlugu, underbridge yapist ve bullaedaki degisiklikler temel alinarak 5 farkli

morfolojik gruba aymrmistir.

Tacconi (1976), Heterodera carotae’nin Italya'nin Veneto bdlgesinde yetisen
hastalikli havuglarin ¢evresinden alinan tiim toprak oOrneklerinde bulundugunu
bildirmistir. Bir 6rnekte ayrica Heterodera latipons Franklin, 1969 Kkistleri de
saptamistir. Havug koklerinde ise Kiste rastlanmadigini rapor etmistir. Yaklasik 10 H.
carotae kisti/100 g toprakta ve sadece bir H. latipons/100 g toprakta bulunmustur. Bu

calisma ile H. latipons italya'da ilk kez rapor edilmistir.

McCaan (1981), lahana fidelerinin tizerindeki etkilerini arastirmak Uzere iki
dnemli kist nematodu tirli olan H. cruciferae ve H. schachtii bulastirmistir. Arastirma

sonucunda, fidelerin biiylime oranini diislirdiigiinii tespit etmistir.

Yuksel (1981), Heterodera fici’nin Tiirkiye'nin Ege Bolgesi'nden incir (Ficus

carica) ve disi incir (Ficus domestica)’i parazitledigini ilk kez rapor etmistir.

Magbool ve ark., (1987) Pakistan, Belucistan, Saryab'da meyve bahcelerinde
yapilan bir arastrmada F. carica Uzerinde H. fici ve Meloidogyne javanica Treub,
1885’nin birarada bulundugunu tespit etmislerdir. Bitkide zayif biiyiime, yapraklarda

sararma ve solmus kok belirtisi goriildiiginii bildirmislerdir.

Koshy ve Evans (1986), lahana kist nematodunun yumurta a¢ilimina sicakligin

etkisini aragtrmuglardir. Calismalarinda, yumurta ac¢ilimi i¢in en uygun sicakligin



16°C oldugunu belirtirken, yumurta kiimeleri i¢in ise 20°C'nin ideal oldugunu

bildirmislerdir.

Harris ve Evans (1988), H. cruciferae ile yogun sekilde bulasik bir tarlada
yetistirilen ¢ kighk yagl tohum kolza ¢esidinin diren¢ kaniti gostermedigini
bildirmislerdir.

Subbotin ve ark., (1989) yaptiklar1 bir ¢aligmada H. fici’nin Abhazya Skaya
SSR'nin Shukhona ve Gul'ripsh bolgelerinde F. carica koklerinde ve rizosferinde
buldugunu belirtmislerdir. Ayrica 30.000 yumurta ve larva/100 cm3 ‘e varan toprak
kontaminasyonlar1 oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alisma ile incirdeki H. fici, SSCB
icin ilk kez rapor edilmistir. Morfolojik ve mortfometrik olarak tanimlamalari

yapilmistir.

Berney ve Bird (1992), 1986 ve 1988 yillarinda, H. carotae ve Meloidogyne
hapla Chitwood, 1949’nin bulasiklik seviyesinin boyutunu belirlemek igin ornekler
almiglardir. Her iki tiir de incelenen sekiz ilgenin tamaminda bulunmus, ancak tiim
ciftliklerde goriilmemistir. Heterodera carotae, incelenen tarlalarin %67,4'inden elde
edilmistir. Meloidogyne hapla 6rneklerin %24,8'inde ve tarlalarin %69,8'inde tespit
etmislerdir. Cogu durumda, H. carotae ve M. hapla’nin aymi ekim alaninda
goriildiigiini bildirmiglerdir.

Sasanelli ve D'Addabbo (1992), Sodyum metavanadat ¢ozeltilerinin farkli
konsantrasyonlarinin (0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 ve 1.2 mM) H. fici Kistlerinden larvana
etkilerini, ticari incir k6k suyu ve distile su ile karsilastirmislardir. Kistler Fenwick
aleti ile kurutulmus topraktan toplanmis ve her biri 50 adet olan gruplar 25 °C + 1'de
inkiibe etmislerdir. Yumurta agilimimin en fazla oldugu uygulamanin (%55,5) incir
koki suyunda meydana geldigini tespit edilmis ve sodyum metavanadatta maksimum

nematod ¢ikis1 0.6 mM'de meydana geldigini bildirmislerdir.

Gardner ve Caswell-Chen (1993), seker pancar1 kist nematodu H. schachtii'nin
Kaliforniya populasyonunun lahana (Brassica oleracea), phacelia (Phacelia
tanacetifolia), karabugday (Fagopyrum esculentum), yagli tohum turpu (Raphanus
sativus) ve beyaz hardal (Sinapis alba) ¢esitleri tizerindeki penetrasyon, gelisim ve
ureme sureglerini arastirmistir. Konuk¢u olmayan phacelia disinda, diger bitkilerin

tamamimin H. schachtii'nin ikinci evre larvalar1 tarafindan kolayca penetre edildigini
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belirtmiglerdir. Karabugdayda kist liretiminin diisiik oldugunu rapor etmislerdir (bitki
basina <2,5 kist). Beyaz hardal gesitlerinin ¢cogunda kist iiretiminin orta diizeyde (bitki
basina 5-14 kist) oldugunu, lahanada ise yiiksek diizeyde (bitki bagina 20-110 Kist)
oldugunu tespit etmislerdir. Heterodera schachtii icin 133 giin boyunca (yaklasik
olarak 450 derece-giin, baz 8 °C) gergeklestirilen mikroplot ¢aligmalari, phacelia, yagh
tohum turpu ve beyaz hardal ¢esitleri i¢in nadas uygulamalar1 gibi tarim yontemleriyle
karsilastirildiginda, tireme indeksinin 1.0'dan yiiksek oldugu belirlenmis ve bu
sonuglar, bu bitki ¢esitlerinin tarla kosullarinda H. schachtii’'nin kontroli icin
potansiyel olarak kullanilabilecegini ve bu alanda daha fazla arastirma yapilmasi
gerektigini onerilmistir.

Krnjaic ve ark., (1997) H. fici’'nin Yugoslavya Federal Cumhuriyeti
topraklarinda Karasal ve Akdeniz iklim kosullar1 altinda agik alanda yetistirilen incir
bitkisi koklerindeki dagilimi ve popiilasyon yogunlugunu arastirdiklarinda; 39'u
Belgrad'da, 30'u Sirbistan Cumhuriyeti topraklarinda, 60’1 Karadag Cumbhuriyeti
kiyilarinda bulunmaktadir. Belgrad’n bolgesinde incirdeki H. fici, incelenen agaglarin
%53.,84'linde, Sirbistan Cumhuriyeti topraklarinda %13,33'linde ve Karadag
Cumhuriyeti'nde %28,33'linde ve incelenen toplam 129 6rnegin %32,55'inde bulasik

oldugunu bildirmislerdir.

Biliavska ve ark., (2007) H. schachtii’yi Catania (Sicilya, Italya)
yakinlarindaki bir brokoli tarlasinda tespit etmislerdir. Bulasik brokoli bitkileri daha
kiigiik, ¢alilik ve rizomlu olup hastalik belirtileri gostermislerdir. Kok ve toprak
ornekleri iizerinde yapilan laboratuvar incelemeleri, kdklerde kist nematodunun farkli
gelisim asamalarmin varligin1 ortaya koymus, ergin disi ve Kistlerin koklerdeki

populasyonlarunin son derece yiiksek oldugunu belrtmislerdir.

Mennan ve Aydmli (2007), Samsun Ili’nde yaptiklar1 bir ¢alismada lahana
yetistirilen alanlarda yaklasik % 45’inin, H. cruciferae ile bulasik oldugunu tespit

etmislerdir.

Mennan ve ark., (2009) 2002-2006 yillar1 arasinda Samsun'da yapilan lahana
yetistirme alanlarindaki stirveylerde, 101 tarlanin 45'inin kist nematodlari ile enfekte
oldugu belirlemislerdir. En yaygmn tiirlerin H. cruciferae (%77,70) ve Heterodera

mediterranea Vovlas, Inserra & Stone (%20,00) oldugu saptanmustir. Bunlar ikinci



evre juveniller kullanilarak tespit etmiglerdir. Birlikte bulundugu ekim alanilarinin az
sayida oldugu ve lahana ¢esitleri icinden kirmizi bas ve beyaz bas nadir oldugunu
belirtmislerdir. Beyaz ve kirmizi bas lahana gesitleri, H. cruciferae ile esit oranda
(%45,71) enfekte olmustugunu ancak lahana, en diislik enfekte olan gesit olarak rapor
etmislerdir. Caligmada kirmizi ve beyaz bas lahana ekim alanlarinin sirasiyla %77,78

ve %22,22 oraninda H. mediterranea ile enfekte oldugunu tespit etmislerdir.

Kabouw ve ark., (2010) yaptiklar1 bir ¢aligmada tir ici varyasyonlarin
etkinligini gostermek lzere dort farkli beyaz lahana (Brassica oleracea var. capitata)
cesidi tizerinde nematodlarin bulasikligi hakkinda ¢alismalar yaparak; nematodlarin
en ¢ok glukozinolat ve glukonasturtiin icermeyen Badger Shipper ¢esidini tercih

ettigini belirtmislerdir.

Mennan ve Handoo (2012), H. cruciferae'nin dokulara verdigi zarar ayrintili
olarak bilinmediginden, Karadeniz Bolgesi'nde en ¢ok yetistirilen ve dogal olarak bu
nematodla yaygin bir sekilde bulasik olan Yalova F1 beyaz bas lahanasi ¢esidinin
histopatolojisini incelemislerdir. Serada 20 derece °C'de yiriitiilen arastirmada, duyarl
beyaz bas lahana fideleri O (islenmemis kontrol) veya 1000 juvenil/300 ml toprak ile
inokiile etmislerek, bulastirmalarda 3, 6, 12, 24, 48, 72 saat ve 30 gun sonra, her
uygulamadan iki bitki ¢ikarilmis, mikrodalga teknigi kullanilarak parafine gomiilmiis
ve daha sonra fotomikrografi ile incelenmistir. ikinci doénem larvalar kok
penetrasyonundan sonra vaskiiler sisteme ge¢mis ve sedanter olarak beslenmeye
basladig1 bildirmislerdir. Bu dénemde bitki boyu azalmis ve Kilcak kok miktar1 artmis

ve ayn1 zamanda toprak Ustii belirtiler de gézlenmistir.

Mennan ve Aydmli (2012), lahana ¢esitlerinin H. cruciferae (Tylenchida:
Heteroderidae)’ye  dayaniklilik  seviyelerinin  degerlendirilmesi  ile  1slah
programlarinda  dayaniklilikk  kaynagi olarak  kullanilabilme potansiyelini
belirlemiglerdir. Otuz lahana genotipi kontrollii seralarda testlenmistir.
Degerlendirilen genotipler arasindan 3’{i hassas, 11’1 kismen hassas, 9’u dayanikli ve
7’s1 yliksek oranda dayanikli olarak tespit edilmistir. Dayanikliligin en yiiksek oldugu
beyaz bas lahana ¢esitlerinin 7 tanesi yiiksek dayanikli, 5 tanesi ise dayanikli olarak
bulunmustur. Yaprak lahanalarin % 40’1 dayanikli, % 60’1 ise kismen hassas iken, Cin

lahanasi ve Briiksel lahanasi kismen hassas olarak belirlenmistir.



Fourie ve ark., (2016) kiresel ekim sistemlerinde nematod popilasyonu
seviyelerini azaltmada kapsamli, pratik ve elestirel bir inceleme yapmislardir. Bu
incelemede Brassicaceae bitkilerinin  ekim sistemlerine dahil edilmesi bu
alternatiflerden biri oldugunu ve ¢ogu durumda ekonomik agidan en Onemli iig
nematod zararlisinin, yani kok-diigiim (Meloidogyne), kist (Heterodera ve Globodera)
ve lezyon (Pratylenchus) nematodlarinin yani sira digerlerinin yonetiminde etkili

oldugu gostermislerdir.

Madani ve ark., (2018) Ontario (Kanada) ile kuzey ve giiney Italya'daki ticari
havug tarlalarindan elde edilen kist nematodlar1 morfolojik ve molekiiler incelemeye
tabi tutmuslardir. Kistlerin, erkeklerin ve ikinci evre juvenillerin (J2) morfolojisi
nematod tdrinin Havug¢ Kist Nematodu (CaCN), Heterodera carotae oldugunu
gosterdigi rapor etmislerdir. Tek kistlerden elde edilen Internal Transcribed Spacer
(ITS), ribozomal RNA'nmn 28S geninin D2-D3 bodlgesi, mitokondriyal DNA'nin
sitokrom oksidaz I (coxI) ve bir 1s1 sok proteini geninin (hsp90) dizisi de
incelemislerdir. ITS ve D2-D3 dizileri tiim nematodlar1 H. carotae ve goettingiana

grubuna ait diger Heterodera spp. ile ayn1 grupta konumlandirmiglardir.

Kabir ve ark., (2018) H. schachtii’nin Kore'de Cin lahanasi (Brassica rapa
pekinensis)ni 6nemli ve zararl bir patojeni oldugunu ve birkag ¢alismada buna kars1
potansiyel bir kontrol yontemi bulmaya c¢alismislardir. Bu g¢alisma, Heterodera
schachtii'nin Cin lahanasi {izerindeki iireme ve zarar potansiyeline degisen
sicakliklarin etkilerini arastran ilk ¢alismadir. Cin lahanasi bitkileri, farkl
yogunluklarda (toprak basma 1, 2 veya 4 larva) H. schachtii ile enfekte edilmis ve ti¢
farkli sicaklik rejiminde yetistirilmistir: sabit (15, 20 veya 25 °C), artan (10, 14 ve 18
°C) ve dalgalanan (pozitif, 16.7-22.0 °C; negatif, 21.5-11.5 °C). Sabit bir sicaklikta
30 giin boyunca enfeksiyondan sonra, hem Cin lahanas1 hem de H. schachtii en iyi
performanst 20 °C'de sergilemistir. Ancak, 60 giin sonra enfeksiyondan sonra H.
schachtii'nin popiilasyonu 20 °C'de 6nemli dlgiide daha yiiksek olmus, ancak lahana
biiyiimesi en iyi 25 °C'de gerceklesmistir. Sicaklik arttikca, kist ve disi sayilar1 6nemli
Olciide degismemis ve baslangi¢ sicakligi 14 °C'de maksimuma ulasmistir. Bununla
birlikte, Cin lahanasi bitkilerinin yaprak sayist ve agirhigi 14 °C'de 6nemli Slgiide
farklilik gostermistir. Dalgalanan sicakliklar altinda, sicaklik diismeleri H. schachtii

popiislasyonunu azalttigini bildirmislerdir.
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Fanelli ve ark., (2019) Giiney Italya'min Apulia bolgesindeki ev ve kamu
bahgelerinden toplanan F. carica koklerinden elde edilen H. fici'nin LM ve SEM
gOzlemlerine dayanan morfo-biyolojilerini ve histopatolojisi tanimlamiglardir. Apulia
bolgesi genelinde yetmis bes lokalite 6rneklenmis ve drneklenen lokalitelerin dortte
birinde, 44 ila 180 kist/100 ml toprak arasinda degisen popiilasyon yogunluguna sahip
H. fici ile istila edilmis incir kokleri bulundugunu tespit etmislerdir. Italya'daki siis
Ficus spp. ve ithal bonsai Uzerinde H. fici'yi tespit etmeye yonelik tiim girisimlerde
basarisiz olmuslardir. italyan popiilasyonunun morfometrik karakterleri, Heterodera
fici i¢in bildirilen tip ve yeniden tanimlama popiilasyonlarminkilerle uyumlu oldugunu
bildirmislerdir. ITS, 28S rRNA'nin D2-D3 genisleme alanlar1 ve bu ¢alismada yeni
elde edilen H. fici'nin kismi 18S rRNA dizileri kullanilarak yapilan molekiiler analiz,
GenBank veri tabaninda bulunan H. fici’nin ilgili dizileriyle iyi bir sekilde
eslestirmilerdir. Filogenetik agaclar H. fici'nin Humuli grubu iginde gruplandirilmasini
dogrulamiglardir. H. fici embriyojenik gelisimini 25 °C'de 14-16 giinde tamamlar ve
Ficus carica fidelerinin koklerinde istila sonrasi gelisim ve olgunluk 25-28 °C'de 64-

68 glinde tamamladigini rapor etmislerdir.

Toktay ve ark., (2022) Nigde ilindeki lahana {iretim alanlarindaki kist
nematodlarmi molekiiler yontemlerle tanimlayarak tarla kontroliine yonelik karar
verme siirecine destek olcagini bildirmislerdir. Ribozomal DNA bolgesi (rDNA-ITS)
ve sitokrom oksidaz alt Unite 1 (mtDNA-COI) dizileri Turkiye'de ilk kez H.
cruciferae'nin (lahana kist nematodu) tamimlanmasi i¢in kullanildigini rapor

etmislerdir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal
Bu ¢alismanin ana materyalini, Dogu Karadeniz Bolgesi'nde yaprak lahana
yetistirilen bes farkli ilden alinan toprak 6rnekleri ve bu numunelerden elde edilen kist

nematodlar1 olusturmaktadir.

3.2 Yontem

Calisma, arazi ve laboratuvar ¢aligmalari olmak {izere iki farkli asamada
yuriitiilmiistir. Arazi calismalarinda toprak ornekleri toplanirken; laboratvuar
calismalarinda ise ilk asama topraklardan kistlerin elde edimesidir. Ayrica, populasyon

yogunlugu ve 3 farkli yontem kullanilarak teshisler gergeklestirilmistir.

3.2.1 Arazi Calismalan

Dogu Karadeniz Bolgesi Lahana iiretim alanlarindaki kist nematodlarini tespit
etmek igin Ordu, Giresun, Trabzon, Rize ve Artvin olmak {izere 5 farkl ilde surveyler
yapilmistir (Sekil 3.1). Orneklemeler 2022-2023 yillarini kapsayan yaz sezonunda
Nisan-Ekim aylar1 arasinda gergeklestirilmistir (Cizelge 3.1).

Ordu’dan 19, Giresun’dan 17, Trabzon’dan 19, Rize’den 15, Artvin’den 7
olmak Gzere bu illerin ilgelerini kapsayan toplam 77 adet yaprak lahana ekim alanindan
toprak orneklemesi yapilmistir. Toprak Ornekleri, Barker ve Nusbaum'un (1971)
belirttigi gibi, nematodlarin toprak icersinde en yogun olarak bulundugu 0-20 cm
derinlikten 6zenle alinmustir. Ornekler, araziyi tam olarak temsil edecek sekilde ekim
alaninin basi, ortast ve koseleri farkli noktalardan zikzak seklinde gezilerek
toplanmustir. llerdeki 6rnekleme sayilar1 {iretim alani biiyiikliigii baz alinarak her 500
dekar basina bir 6rnek olacak sekilde dizayn edilmis ve nihai olarak 1 kg'lik bir toprak
ornegi elde edilmistir. Sonrasinda, toprak ornekleri 6zenle Kilitli posetlere yerlestirilip
etiketlendikten sonra direkt giines 1s1¢ma maruz birakilmadan, +4 °C'de bulunan bir

buz kutusunda saklanmig ve ayni giin i¢erisinde laboratuvara getirilmistir. (Sekil 3.2).
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sinde kara lahana yetistiric

Sekil 3.1 Karadeniz Bolge
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Cizelge 3.1 Dogu Karadeniz Bolgesi yaprak lahana bitkilerinde kist nematodlariin

belirlenmesi i¢in 6rnekleme yapilan yerler

ILLER ilgeler Kuzey Giiney
1 | Pergsembe I 41°0222.6"N 37°41'41.3"E

2 | Persembe 2 41°00'58.7"N 37°49'41.2"E

3 | Kabatag 40°44'49.2"N 37°23'56.8"E

4 | Catalpinar 41°06'28.6"N 37°15'10.1"E

5 | Kumru 40°53'00.5"N 37°16'50.5"E

6 | Gilrgentepe 1 40°46'46.0"N 37°36'37.7"E

7 | Gurgentepe 2 40°46'46.2"N 37°36'50.7"E

8 | Ulubey 40°53'01.0"N 37°46'48.4"E

) 9 | Golkoy 40°41'36.5"N 37°36'33.2"E
@ 10 | Caybasi 41°0123.6"N 37°06'51.3"E
@] 11 | Mesudiye 40°27'14.4"N 37°46'28.6"E
12 | Korgan 40°51'53.6"N 37°27'12.2"E

13 | Altinordu 1 40°5828.9"N 37°5751.8"E

14 | Altinordu 2 40°58'35.5"N 37°57'35.5"E

15 | Giilyah 40°58'03.4"N 38°03'04.7"E

16 | Fatsal 40°54'21.2"N 37°3128.6"E

17 | Fatsa2 40°58'00.5"N 37°30'16.6"E

18 | Unye 41°07'09.7"N 37°16'08.3"E

19 | Aybasti 40°42'22.6"N 37°24'43.1"E

20 | Tirebolu 1 40°5828.2"N 38°45'31.7"E

21 | Tirebolu 2 40°5725.6"N 38°47'42.0"E

22 | Tirebolu 3 40°5727.0"N 38°48'18.0"E

23 | Tirebolu 4 40°57'15.5"N 38°48'54.0"E

24 | Tirebolu 5 40°57'16.6"N 38°48'44.3"E

25 | Giice 40°54'50.4"N 38°4729.4"E

7 26 | Dereli 40°44'16.7"N 38°2721.8"E
% 27 | Eynesil 1 41°0323.8"N 39°08'42.0"E
= 28 | Eynesil 2 41°0223.5"N 39°09'03.0"E
= 29 | Gorele 40°55'07.7"N 38°5728.1"E
© 30 | Gorele 2 41°01'49.9"N 39°00'52.0"E
31 | Kesap 1 40°54'57.8"N 38°31'15.3"E

32 | Kesap 2 40°5351.5"N 38°31'30.7"E

33 | Canake1 40°55'48.4"N 39°01'15.6"E

34 | Espiye 40°56'34.4"N 38°4525.9"E

35 | Piraziz 40°57'00.0"N 38°09'06.5"E

36 | Bulancak 40°56'09.5"N 38°1123.3"E

37 | Carsibasi 41°05'32.6"N 39°23'33.7"E

38 | Arsinl 40°57'12.2"N 39°54'27.7"E

39 | Arsin2 40°57'13.1"N 39°55'39.6"E

40 | Besikdiizi 41°02'48.8"N 39°14'37.7"E

41 | Yomra 40°57'16.9"N 39°52'16.3"E

42 | Vakfikebir 1 41°02'49.6"N 39°15'10.1"E

43 | Vakfikebir 2 41°0023.0"N 39°19'59.5"E

= 44 | Arakh 40°54'18.4"N 40°0321.2"E
8 45 | Sirmene 1 40°54'33.8"N 40°06'39.6"E
m 46 | Sirmene 2 40°54'45.4"N 40°09'32.4"E
é 47 | Hayrat 40°54'43.9"N 40°20'58.9"E
= 48 | Yomra 2 40°57'26.4"N 39°51'05.4"E
49 | Of1 40°55'35.4"N 40°13'40.8"E

50 | Of 2 40°54'00.0"N 40°16'37.9"E

51 | Of3 40°49'39.7"N 40°15'55.1"E

52 | Dernekpazari 40°47'32.3"N 40°16'19.6"E

53 | Akcaabat 1 41°0529.4"N 39°28'48.0"E

54 | Akcaabat 2 41°02'07.5"N 39°3324.0"E

55 | Caykara 40°45'10.6"N 40°14'53.7"E
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Cizelge 3.1’in devamm Dogu Karadeniz Bolgesi yaprak lahana bitkilerinde Kist

nematodlarmin belirlenmesi i¢in 6rnekleme yapilan yerler

56 | Camlihemsin 41°04'58.1"N 41°02'01.0"E
57 | Guneysu 40°59'46.0"N 40°35%52.4"E
58 | Cayelil 41°03'18.0"N 40°37'10.6"E
59 | Cayeli 2 41°03'49.0"N 40°43'02.3"E
60 | Findikli 41°14'59.3"N 41°06'49.7"E
61 | Pazar 41°10'15.6"N 40°5008.9"E
= 62 | Rize Merkez 1 41°0129.6"N 40°32'33.7"E
N 63 | Rize Merkez 2 41°01'50.9"N 40°33'32.4"E
= 64 | Rize Merkez 3 41°02'59.3"N 40°36'32.8"E
65 | Derepazari 41°01'15.6"N 40°25720.6"E
66 | Kalkandere 1 40°57'06.1"N 40°2521.4"E
67 | Kalkandere 2 40°56'00.6"N 40°26'07.8"E
68 | Hemsin 41°03'19.4"N 40°5358.6"E
69 | Iyidere 40°5920.4"N 40°20'00.2"E
70 | Ardesen 41°11'15.4"N 40°59'06.0"E
71 | Arhavi 41°21'02.5"N 41°18'00.0"E
72 | Borgka 41°26'51.0"N 41°42'11.9"E
E 73 | Hopa 41°23'31.2"N 41°25'37.2"E
= 74 | Artvin Merkez 41°10'44.4"N 41°4926.4"E
% 75 | Artvin Merkez 2 41°1056.5"N 41°49'43.2"E
76 | Kemalpasa 41°29'33.4"N 41°32'02.8"E
77 | Kemalpaga 2 41°28'34.8"N 41°3221.7"E
Toplam survey sayisi 77

,‘- ;

Sekil 3.2 Yaprak lahana bitkisinin kok cevresinden toprak 6rnegi alinmasi



3.2.2 Laboratuvar Calismalarn
3.2.2.1 Nematodlarin extraksiyonu
3.2.2.1.1 Donem larvalarin topraktan elde edilmesi

Calisma kapsaminda lahana iiretim alanlarindan alinan toprak igerisinde
bulunan Kkist nematodunun hareketli 2. donem infektif larvalarmimn elde edilmesi igin
Cobb elek + sekerli su ile santrifiij yontemi kullanilmustir. Ilk olarak, polietilen torba
icindeki topraklar homojen bir sekilde karistirilmistir. Karisan &rnekten 100 cm?®
toprak 4 litrelik kaba konularak iizeri su ile tamamlanarak karistirilmistir. Kap
icerisinde karisisim saglandiktan sonra birka¢ dakika beklenmis, ardindan su igerigi
kabin tist tarafindan sirasiyla 30, 60 ve 500 mesh'lik i¢ ice gecmis elekler lizerinden
dokiilmiistiir. Bu islem, topragin durumuna bagl olarak iki veya ¢ defa
tekrarlanmustir. Eleme isleminde 500 mesh'lik elek igerigi genis bir petri kabina piset
yardimiyla yikanarak elde edilmistir. 500 mesh'lik elegi 45° agiyla tutup, piset
yardimiyla 50 ml'lik santrifiij tiipli i¢cine yikanmustir. Santriftij cihazmna yerlestirilen
ornekler, dibe ¢okmelerini saglamak amaciyla 4 dakika boyunca 4000 rpm hizinda
santrifiij edilmistir. Tiipteki ¢oken kisimm {istiindeki su yavasca dokiilmiis, kalan
kismin lizerine daha onceden hazirlanan sekerli su (454 g seker/1 L su) 50 ml
tamamlanmcaya kadar eklenip soliisyon karistirtlmistir. Bu tupler yeniden santrifiij
cihazina konularak 3000 rpm hizinda 2 dakika slreyle santrifiij edilmistir. Santrifujl
tamamlanan tiiplerin sivi kismi, 500 mesh'lik elek i¢ine dokiilerek akar musluk
suyunda sekerden arindirilmis ve incelenmek tizere petri kabimna yerlestirilmistir (Sekil
3.3)
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Sekil 3.3 Cobb elek yontemi ile topraktan nematodlarin elde edilmesi
3.2.2.1.2 Kist Nematodu disi bireylerin (Kistlerin) extraksiyonu

Kistlerin topraktan elde edilmesinde Cobb elek yontemi kullanilmistir. ikinci
infektif donem larvalarin elde edilmesi islemi esnasinda 60 mesh igerigi petri kabina
alinarak Kistler, stereo mikroskop altinda (Leica S8APO) 40X biiyiiltmede firca

yardimiyla toplanmaistir.

3.2.2.2 Nematodlarin daimi preparatlarinin yapilmasi
3.2.2.2.1 ikinci dénem larvalarin preparatinin yapilmasi

Topraktan elde edilen nematodlarmn ergin disi kistlerinin perineal kisimlari ile
bu kistlerden elde edilen yumurtalardan agilan ikinci donem larvalarin Hooper
(1986)°da belirtilen metot kullanilarak daimi preparatlar1 yapilmstir. ikinci dénem

larvalarm preparatlarinin yapim asamalar1 asagida maddeler halinde 6zetlenmistir;

[k olarak 1 ml su igindeki nematodlar 65 °C'deki su banyosunda 2 dakika
bekletilerek 6ldurtldu ve ardindan 1 ml TAF soliisyonu (7 ml %40°lik formaldehit +
2 mltrietanolamin + 91 ml saf su) eklenerek iki giin boyunca fikse edilmistir (Southey,
1986).
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Fikse edilen nematodlarin daha sonra daimi preparasyonu yapimina
gecilmistir. Ikinci dénem larvalarin daimi preparatlar1 Seinhorst, (1959)’a gore
gerceklestirilmistir. Bu metoda gore fikse edilen nematodlar Cizelge 3.2°de belirtilen
soliisyon I icersine almarak 12 saat siire boyunca 40 °C’de bekletilmistir. Bu islem

sirasinda suyun buharlagmasi saglanmaistir.

Suyun buharlagsmasindan sonra Glycerol ile ethanol kalmistir. Bir sonra ki
islemde Cizelge 3.2°de belirtilen soliisyon II iizerine eklenmistir. Bu sekilde en az 3
saat olacak sekilde 40 °C’de bekletilmistir. Bu islem sonucunda alkoliin buharlasmasi

saglanmig ve nematodlar saf gliserin i¢cinde kalmistir.

Lam iizerine 1 damla gliserin damlatilmis ve lamel ile kapatildiktan sonra,
lamelin ¢evresi renksiz oje ile kapatilmigtir. Preparatlarin bozulmamasi igin 50 °C’de
1 giin boyunca ECOCELL C 102533 markali Etiiv’e atilarak preparatlarm kurumasi
saglanmistir. Daha sonra preparatlar, teshise hazir halde etiketlenmis ve preparat
kutularma yerlestirilmistir. Son asamada ornekler Zeiss marka 1sik mikroskobu

kullanilarak incelenmistir.

Cizelge 3.2 Soliisyon | ve Solusyon II hazirlanmasi i¢in gerekli maddeler ve miktarlari

Solusyon |
Madde Miktar
%96 Ethanol 20 kisim
Glycerol 1 kisim
Destile su 79 kisim
Solusyon 11
%96 Ethanol 95 kisim
Glycerol 5 kisim

3.2.2.2.2 Kist nematodu ergininin perineal preparatinin yapilmasi

Kist nematodlarinin disi bireylerinin perineal bolgelerinin kalic1 preparatlari,
Taylor ve Netscher (1974) tarafindan 6nerilen ve Hartman ve Sasser (1985) tarafindan
gelistirilen perineal drneklerin preparasyonu yontemi uygulanarak gergeklestirilmistir.
Bu yontemde elde edilen olgun kist nematodlarinin disi bireyleri bir lam Uzerine 1
damla saf su igerisine almarak bistiiri yardimi ile tam ortasina denk gelecek sekilde
kesilmistir. Bas bolgesi uzaklastiralarak sadece kuyruk kisminin saf su igerisinde
kalmas1 saglanmigtir. Daha sonra koni seklinde kalan yarim kistlerin vulval kesitleri,
%45'lik laktik asit icerisine aktarilarak viicut i¢erigi bosaltilmak i¢in yumusak ug¢lu bir

firca ile zarar vermeden temizlenmistir. Igerisi bosaltilan kistler, lam iizerine
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damlatilmig bir damla gliserin icerisine alinir. Daha sonra iizerine hava kabarcigi
olusmayacak sekilde 45°’lik bir ac1 ile lamel kapatilmistir. Son islem olarak hazir hale
gelen preparatlar, tir teshisin icin etiketlenmis ve preparat kutularina yerlestirilmistir.
(Sekil 3.4).

'
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Sekil 3.4 Kist nematodu disisinin preparat yapim asamalar1 (Barker, 1985)

A: Olgun kist nematodunun disisi bir damla %45’ lik laktik asit icerisine

birakilir. Tam ortasindan bistiiri yardimu ile kesilir.

B: Disinin bas kism1 ortamdan uzaklastirilir ve kalan kuyruk kisminin igerigi

temizlenir.
C: Kiitikula posterior’dan viicudun 1/3” liikk kismi kalacak bi¢cimde kesilir
D: Vulvanin gevresi kiiglik bir kare seklinde kirpilir.

E: Lam ilizerine damlatilmis bir damla gliserin igerisine alinir ve hava kabarcig1

olusmayacak sekilde 45%’lik bir a¢1 ile lamel kapatilir.
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3.2.2.3 Elde edilen nematodlarin morfolojik karakterlerinin tespit edilmesi
Survey sonucunda Cobb elek yontemi ile topraktan elde edilen Kkist
nematodlarmin tiir teshisleri i¢in gegici preparatlar kullanilmistir. Elde edilen cinsler,
literatlirde yer alan morfometrik ve morfolojik kriterlere dayanarak tiir teshisine tabi
tutulmustur. Her bir popiilasyondan elde edilen nematod kiiltiirlerinden alinan 20 disi
ve varsa 20 erkek, cukur lam icerisideki suya diizenli bir sekilde yerlestirilmistir. Lam
Uzerindeki nematodlar, 50 °C'de 3-5 saniye sireyle hot plate lzerinde tutularak
oldiirtilmiis ve ardindan gecici preparatlar hazirlanmistir (Mutua, 2014). Hazirlanan
preparatlardan, ikinci donem larvalarm morfolojik 6zellikleri, kamera sistemi
kullanilarak 20X ve 40X biylitme saglayan objektiflerle goriintiilenip detayh
fotograflar1 g¢ekilmis, ayn1 zamanda asagidaki bulunan karakterlerin morfometrik

Olgtimleri dikkatle gergeklestirilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5 Tiirlerin fotograflanmasi ve dl¢ltimlerinin yapilmasi

Ikinci dénem larvalarda belirlenen morfolojik karakterler; Viicut uzunlugu (n),
DGO, dudak bolgesi c¢ap1, dudak bolgesi yiiksekligi, stylet uzunlugu, stylet topuzu
yiiksekligi, stylet topuzu genisligi, median bulb uzunlugu, median bulb genisligi,
median bulb ortasindan 6n ucu, bosaltim gézeneginin 6n ucu, Oesophageal uzunlugu,
vicut ortasindaki genisligi, antisteki viicut genisligi, hyalin bélgede viicut genisligi,
kuyruk uzunlugu ve hyalin bdlge uzunlugudur. Bu olgiimlere ek olarak, Kist icin
uzunluk, genislik, fenestral uzunluk, fenestral genislik, semifenestral yiikseklik,
underbridge uzunlugu, vulval slit uzunlugu ve erkek igin spicula uzunlugu da

Olciilmiistiir.

3.2.2.3.1 Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizleri
Kist formundaki disiler, ikinci evre juveniller (132s) ve erkekler, Eisenback

(1985) tarafindan onerilen yontemlere gore taramali elektron mikroskobu (SEM) i¢in
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hazirlanmistir.  Bu amagla, Nematodlar TAF soliisyonu igerisine aktarilarak fixse
edilmistir. 1 saat boyunca buzdolabinda +4°C’de bekletilmistir. Bekletildikten sonra
her 30 dakikada bir olmak tizere 3 defa 0.3 ml, 0.3 ml ve 0.4 ml %6°lik glutaraldehit
eklendikten sonra 24 saat buzdolabinda +4°C’de bekletilmistir. Bekleme isleminden
sonra nematodlar, nematod ignesi yardimu ile tek tek fosfat buffer olan bir petri kabina
transfer edilmistir. Nematodlarin viicutlarindaki kirinti, pargacikl ve kirlerin
temizlenmesi igin petri kabi 2 dakika hafif hafif ¢alkalanmistir (Sekil 3.6¢). Daha sonra
nematodlar buradan cam bir kap icerisinde bulunan ¢alisma ¢emberlerine transfer
edilmistir. Calisma c¢emberinin {izerinden mikropipet yardimi ile fosfat buffer
damlatilarak 5 defa yikanmistir (Sekil 3.6b). 10 dakika sonra pipetle cam icerisindeki
fosfat ¢ekilip birakilmistir. Bu islem viicut lizerindeki partikiillerin temizlenmesi igin
2-3 kez tekrar edilmistir. Her uygulama sirasinda ¢alisma ¢emberleri yeni bir petri
kabinin igerine alinmistir. Sonra %10-90 arasinda alkol serilerinden gegirilmistir.
Daha sonra galisma ¢emberi yeni bir petri kabma alinarak nematodlarin tizerini

kapsayacak sekilde %2’lik osmium tetroksit damlatilmstir (Sekil 3.6a).
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Sekil 3.6 a) Kist ve larvalarin syracuse caminda osmium tetroksit igerisinde
bekletilmesi, b) Yikama islemi i¢in hazirlanan kist ve larvalar ¢) Osmium
tetrooksit tarafindan siyahlagmus kist ve larvalar

Bu islemden sonra en az 12 saat bekletilmistir. Bekleme islemi sona erdikten
sonra osmium tetroksit uzaklastirilarak, fosfat buffer eklenmis ve bu islem 10 dakikada
bir eklemek suretiyle 5 defa tekrarlanmigtir. Daha sonra syracuse kab1 %10 ile %100
arasinda alkol serilerinden gecirilirek yikama islemi gerceklestirilmistir. Her bir
konsantrasyonda 15 dakika beklenmistir. En son olarak %100 konsantrasyonda 3 defa
yikama islemi yapilmistir. Nematodlar bir nematod ignesi yardimi ile ¢ift tarafli
karbon iletken bant iizerine yerlestirilmis ve altin otomatik sprey kaplama ile
kaplanmistir (yaklagik 10 nm kalmliginda). Piiskiirtme islemi, 60 s piiskiirtme siiresi
icin 10 mA DC akim ile SPC-900-C plazma piiskiirtme kaplayici sistemi kullanilarak
gerceklestirilmistir (Sekil 3.7a). Ornekler, Ordu Universitesi, Merkezi Arastirma
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Laboratuvarinda Hitachi SU1510 taramali elektron mikroskobu kullanilarak

gorilintiilenmistir (Akyazi ve ark., 2022) (Sekil 3.7 b-c).

Sekil 3.7 Nematodlarin taralamali elektron mikroskobunda gdriintiilenmesi; a) 10
mikron altin kaplanmasi b) disk iizerinde yerlestirilmesi c¢) goriintiilenmesi

3.2.2.4 Molekdler karakterlerin belirlenmesi
3.2.2.4.1 DNA Ekstraksiyonu

Tek bir kist nematodu icerisinden elde edilen infektif larvalar bir lam Gzerine
alinarak TE buffer i¢erisinde temizlenmistir. Temizlenen infektif larvalar yeni bir lam
uzerinel8 pul TE buffer icerisine aktarilmigtir. Nematod ignesi yardimi ile 3-4 adet
infektif larva ezilmistir. Ezilme islemi sirasmmda nematodlarin igerisinden ¢ikan
genomik DNA, Wang ve digerleri (1993) tarafindan gelistirilen proteinaz K yontemi
kullanilarak izole edilmistir. Bu stiregte, 1.5 ml'lik bir eppendorff tiipline 18 ul AE
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tamponu, 1 ul %2 Triton X-100 ve 1 ul proteinaz K (20 pg/ml) eklenmis ve kisa bir
stire santiflij edilmistir. Daha sonra bir gece boyunca -20 °C'de muhafaza edilmistir.
Ardindan, 56 °C'de 60 dakika ve 90 °C'de 10 dakika siireyle 1s1l islem uygulanmistir.
Elde edilen karisim oda sicakligina sogutulmus ve elde edilen DNA, Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (PCR) i¢in kullanilmak iizere -20 °C'de saklanmustur.

3.2.2.4.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile DNA’nin ¢cogaltilmasi

Heterodera cruciferae, H. carotae ve H. fici i¢in Internal Transcribed Spacer
(ITS1, 5.8S, ITS2) genini kapsayan ribozomal bdlge ve 28S ribozomal RNA'nin
(rRNA) D2-D3 genisleme segmentleri TW81 (5'- GTT TCC GTA GGT GAA CCT
GC -3")/AB28 (5- ATATGC TTA AGT TCA GCG GGT-3") (Joyce et al, 1994) ve
D2A (5"-ACA AGT ACC GTG AGG GAA AGT TG-3)/D3B (5°- TCG GAA GGA
ACC AGC TAC TA-3") (De Ley et al., 1999) primer setleri kullanilarak ¢ogaltilmistir
(Sekil 3.8 a-b).
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Sekil 3.8 DNA’larin a) PCR Ile Cogaltilmasi, b) Agaroz Jelde (% 1.5’luk)
Ydratulmesi, c; d) UV Isinlar1 Altinda DNA’larin Bant Biiyiikliklerinin
Goruntilenmesi

Ayrica, H. carotae i¢in mitokondriyal DNA'nin (mtDNA) Sitokrom Oksidaz I
(cox1) bolgesi, tire 6zgu primer seti olan Car-F (5- CTT TGG TTT AAT TAG TTT
AAG AG- 3") /Car-R (5"- GAA AAA TAT CTA AAC TAG CG- 3") (Madani et al.,

2018) kullanilarak H. carotae tanimlamasini netlestirmek i¢in kullanilmistir (Cizelge

3.3). Termodongii Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Singapure) cihazi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Tiire 6zgii primer seti (Car-F/Car-R) i¢in 1s1l dongii reaksiyonlari
Madani ve digerleri (2018) tarafindan onerildigi sekilde gergeklestirilmistir (Cizelge
3.4) (Sekil 3.8 c-d).
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Cizelge 3.3 Nematod tiirlerine gore kullanilan primerler

Heterodera Primer
i ] Primer sequences (5°-3”) Kaynaklar
tarleri Kodu
TW81 5'-GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3'
H. carotae Joyce et al., 1994
H. cruciferae | AB28 5-ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-3'
H. fici D2A 5'-ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3’
De Ley et al. 1999
D3B 5'-TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3'
CarF 5-CTTTGGTTTAATTAGTTTAAGAG-3’
H. carotae Madani et al., 2018
CarR 5'-GAAAAATATCTAAACTAGCG-3’

Cizelge 3.4 Nematod tiirlerine gore kullanilan primerler ve
sicakliklar1

uygulanan anneling

Primer isimleri

Amplifikasyon Durumu

95°C 4 dk
94 °C 30 sn
TW81/AB28 56 °C 45 sn 37 dongl
72°C 1 dk
72°C 10 dk
95°C 4 dk
94 °C 30 sn
D2A/D3B 57 °C 45 sn 39 dongii
72°C 1 dk
72°C 10 dk
95°C 3dk
95°C 30 sn
CarF/CarR 53 °C 45 sn 37 dongl
72°C 45 3n
72°C 10 dk
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3.2.2.5 Filogenetik analiz

Filogenetik analizi gergeklestirmek i¢in, bu ¢aligmada tanimlanan H. carotae,
H. cruciferae ve H. fici‘den elde edilen i¢ transkripsiyonlu spacer (ITS) gen dizilerini
kapsayan ribozomal bdlge ve NCBI veritabanindan GenBank'tan elde edilenler,
MEGA 11 yazilimi kullanilarak 30 niikleotid dizisinin ¢oklu hizalamalar1 i¢in Clustal
W kullanilarak hizalanmistir (Kumar ve ark. 2016). Evrimsel ge¢mis, Tamura-Nei
modeline dayali Maksimum Olabilirlik yontemi kullanilarak ¢ikarimistir (Tamura ve
Nei, 1993). Xiphinema index (MZ677016.1) ve Pratylenchoides nevadensis
(KX789702.1) ITS dizilerine dayal: filogenetik agaci olusturmak igin dis grup olarak
kullanilmistir (Fayaz ve ark., 2022; Akyazi ve ark., 2023). Filogram 1000 bootstrap

replikas1 kullanilarak olusturulmustur.

3.2.2.6 Heterodera carotae’nin konukgu testi
Araziden alinan toprak drneklerinden elde edilen H. carotae’nin konukgu testi,

yaprak lahana bitkisi tizerinde gergeklestirilmistir.

Sekil 3.9 Heterodera carotae tlrinun saf kiltirlerinin elde edilmesi
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Bu amagcla 15-20 cm boyunda yetistirilmis yaprak lahana fideleri, elde edilen
kistlerden nematodu ile enfekte edilmistir (Sekil 3.9). Fideler kistlerden elde edilen
yaklagik 1000 yumurta ile bulastirilmistir. Asilamadan altmis giin sonra bu fideler
tizerinde yetisen disi nematodlarm olusturdugu kistler koklerden toplanarak, H.

carotae’nin tiire 6zgi spesifik primerleri uygulanmis teshis edilmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10 Kist nematodu Heterodera spp.’nin yaprak lahana kokleri Uizerindeki
gorunusi

3.2.2.7 Verilerin Degerlendirilmesi
Bu calismada incelenen ve 6lglilen morfolojik karakterler Microsoft excel ile

degerlendirilmistir. Molekiiler ¢calismalarda ise sekans sonuglar1 BioEdit program ile

goriintiilenmistir. Ayrica filogenetik analizler MEGA11 programu ile olusturulmustur.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Dogu Karadeniz Bolgesi yaprak lahana iiretimi yapilan Ordu, Giresun,
Trabzon, Rize ve Artvin Illerinden toplam 77 toprak drnegi almmustir (Sekil 4.1).
Alinan 77 toprak orneginden 17 numunenin Heterodera spp. cinsi nematodlar ile
bulasik oldugu tespit edilmistir. Yapilan teshis ¢aligmalarinda kist nematodlarindan
Heterodera cruciferae, Heterodera carotae, Heterodera fici tirleri tespit edilmistir.

4.1 Kist nematodlarimin o6rnekleme alanlarindaki popiilasyon yogunlugu ve
bulasikhik durumu

Tespit edilen Heterodera spp. ile bulasik olan toprak orneklerinde H.
cruciferae bulunan tirler icerisinde %76.47 oraninda, H. carotae %17.65 oraninda, H.
fici ise %5.88 oraninda bulunmustur. Topraktan alinan nematodlarin yogunluklari,
2022-2023 yillarinda her bir lokasyondan aliman 100 cm3/toprak icerisindeki
nematodlar sayilarak elde edilen sonuglar Cizelge 4.1°de ve grafik olarak sunulmustur
(Sekil 4.1).
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Cizelge 4.1 Toprak elde edilen Heterodera spp. (larva+kist) ve tdrlerinin 100 cm3
topraktaki yogunluklar1

Sehir ilce Kist Sayisi gl‘]fze)ktlf Juveniller Tirler
Altinordu 38 18 H. cruciferae
Fatsa 31 40 H. carotae
Ordu
Giilyali 48 29 H. carotae
Mesudiye 8 2 H. fici
Tirebolu-5 18 18 H. cruciferae
Eynesil-1 4 13 H. carotae
Eynesil-2 5 2 H. cruciferae
Giresun
Kesap-2 9 3 H. cruciferae
Dereli 16 12 H. cruciferae
Piraziz 2 0 H. cruciferae
Arsin 6 10 H. cruciferae
Yomra 2 0 H. cruciferae
Trabzon Vakfikebir-1 8 5 H. cruciferae
Vakfikebir-2 3 3 H. cruciferae
Akcaabat 7 18 H. cruciferae
Camlihemsin 5 1 H. cruciferae
Rize
Ardesen 3 0 H. cruciferae
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Sekil 4.1 Ordu ilinde 100 cm? toprakta olgun kKist tespit edilen ilgelerdeki kistlerin
popiilasyon yogunluklar1

Yapilan c¢alismada Ordu Ili’nin 15 ilgesinden alinan 19 toprak drneginden 4
tanesinde kist nematoduna rastlanmistir. Yapilan degerlendirme sonucunda Ordu
ilinden alan yaprak lahana yetistirilen topraklarin %21.05’1 Kist nematodu ile bulasik
olarak belirlenmistir. Orneklemelerde 2. donem larva ve Kistlerin varligina yalnizca 4
ilcede rastlanmistir. Ordu ilinin bu ilgelerinde 100 cm®toprakta, 29 adet infektif juvenil
ve 48 adet kist elde edilerek en yiiksek popiilasyon Giilyali ilgesinde tespit edilmistir.
Giilyal: ilgesini Fatsa ilgesi takip etmis olup 100 cm? toprakta 20 adet infektif juvenil
ve 16 adet kist popiilasyonu tespit edilmistir. Altmordu ilgesinde ise 100 cm?® toprakta
9 adet infektif juvenil ve 19 adet kist populasyonu belirlenmistir. En az yogunluk ise
Mesudiye ilgesinde 100 cm? toprakta 2 adet infektif juvenil ve 8 adet Kist popiilasyonu
tespit edilmistir (Sekil 4.2).

29



GIRESUN

30
25
20
15
10

m Kist mLarva

Sekil 4.2 Giresun ilinde 100 cm?® toprakta olgun Kist tespit edilen ilcelerdeki larva ve
olgun kistlerin popiilasyon yogunluklar1

Yapilan ¢alismada Giresun Ili’nin 10 ilgesinden alinan 17 toprak drneginden 6
tanesinde kist nematoduna rastlanmistir. Yapilan degerlendirme sonucunda Giresun
ilinden alinan yaprak lahana yetistirilen topraklarin %35.29’1 Kist nematodu ile bulasik
oldugu tespit edilmistir. Orneklerde 2. donem larva ve kistlerin tespiti yalnizca 5 ilgede
raslanmustir. Giresun ilinin bu ilgelerinden 100 cm®toprakta 12 adet infektif juvenil ve
16 adet kist elde edilerek en yliksek popiilasyon Dereli ilgesinde tespit edilmistir.
Dereli ilgesini Eynesil ilgesi takip etmis olup 100 cm® toprakta 7 adet infektif juvenil
ve 5 adet kist tespit edilmistir. Kesap ilgesinde ise 100 cm® toprakta 2 adet infektif
juvenil ve 5 adet kist popiilasyonu saptanmustir. Tirebolu ilgesinde 100 cm? topraktaki
Kist ve ikinci donem sayilar1 3’tiir. En az yogunluk ise Piraziz ilgesindedir. (2 kist/100
cm®) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Trabzon ilinde 100 cm?® toprakta olgun Kist tespit edilen ilgelerdeki olgun
kistlerin popiilasyon yogunluklari

Yapilan ¢alismada Trabzon’nun 13 il¢esinden alinan 19 toprak 6rneginden 5
tanesinde kist nematoduna rastlanmistir. Yapilan degerlendirme sonucunda Trabzon
ilinden alinan yaprak lahana yetistirilen topraklarin %26.31’1 Kist nematodu ile bulasik
tespit edilmistir. Topraktan 2. dénem larva ve kistlerin elde edilebildigi ilge sayis1
4’tiir. Trabzon ilinin bu ilgelerinden 100 cm?toprakta 10 adet infektif juvenil ve 6 adet
kist elde edilerek en yiiksek popiilasyon Arsin ilgesinde tespit edilmistir. Arsin ilgesini
Akcaabat ilgesi takip etmis olup 100 cm? toprakta 9 adet infektif juvenil ve 4 adet Kist
popiilasyonu tespit edilmistir. Vakfikebir ilgesinde ise 100 cm®toprakta 4 adet infektif
juvenil ve 6 adet kist popiilasyonu tespit edilmistir. En az yogunluk ise 100 cm3
topraktan sadece 2 adet ile Yomra ilgesindedir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 Rize ilinde 100 cm® toprakta olgun Kist tespit edilen ilcelerdeki olgun
kistlerin popiilasyon yogunluklari

Yapilan ¢alismada Rize Ili'nin 10 ilgesinden alman 15 toprak drneginden 2
tanesinde Kist nematoduna rastlanmistir. Yapilan degerlendirme sonucunda Rize
ilinden alinan yaprak lahana yetistirilen topraklarin %13.33’i kist nematodu ile
bulasik tespit edilmistir. Topraktan 2. donem larvalarin ve kistlerin tespiti yalnizca 2
ilcede raslanmustir. Rize ilinin bu ilgelerinden 100 cm? toprakta 1 adet infektif juvenil
ve 5 adet kist elde edilerek en yiiksek popililasyon Camlihemsin ilgesinde tespit
edilmistir. En az yogunluk ise Ardesen ilgesinde 100 cm? toprakta sadece 3 adet Kist

populasyonu tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Artvin ilinde 100 cm?® toprakta olgun Kist tespit edilen ilgelerdeki olgun
kistlerin popiilasyon yogunluklar1

Yapilan ¢alismada Artvin Ili’nin 5 ilgesinden alman 7 adet toprak 6rneginden
hicbirinde kist nematoduna rastlanmamis olup; yapilan degerlendirme sonucunda
Artvin ili yaprak lahana ekim alanlarinin Kist nematodu ile bulasiklik olmadig: tespit
edilmistir (Sekil 4.6).

4.1.1 Heterodera spp. Morfolojik ve Molekuler karakterlerinin belirlenmesi

Kist (Heterodera spp.) nematodlari, vaskiiler dokularda zarar olusturan sabit
endoparazit beslenmeleri, konukgu bitkide Ozellesmis parazitizm mekanizmalari,
yiiksek dol verimi ve disi basina birakilan yumurta sayismin fazlaligi sebepleriyle

ckonomik agidan en 6nemli bitki paraziti nematod tirlerindendir.

Kist nematodlar1 ikinci donem larvanin yedi karakteri (viicut uzunlugu, orta
govde genisligi, a, kuyruk uzunlugu, hiyalin kuyruk uzunlugu, stylet uzunlugu ve
dorsal bez kanali agiklig1 ile stylet tabani arasindaki mesafe) ve kahverengi Kistlerin

bes karakteri (underbridge uzunlugu, underbridge genisligi, fenestral uzunluk,
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fenestral genislik, vulva yarik uzunlugu ve ballue varligi) dahil olmak {izere morfolojik

ve morfometrik 6zellikler kullanilarak ayirt edilmistir (Handoo, 2002).

4.1.1.1 Heterodera cruciferae (Franklin, 1945)
Yapilan ¢alismada Ordu ilinde tespit edilen nematodlardan H. cruciferae,

alman Orneklerin %16.8’indan elde edilmistir (Sekil 4.7). Ayrica Ilgelere gore
karsilastirildiginda H. cruciferae’nin en yiiksek yogunlugu Altmmordu ilgesinde 38
olgun kist/100 cm3 ve 18 juvenil/100 cm3 birey tespit edilmistir.
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Sekil 4.6 Heterodera cruciferae’nin dogu karadeniz bolgesinde tespit edildigi yerler
4.1.1.1.1 Morfolojik karakterleri
-2. Dénem larva morfolojisi

Ikinci dénem larvalar, vermiform, yumurta i¢inde ii¢ kez katlanmaktadir. Bas
3 veya 4 bas halkasi ile ofset durumdadir. Stylet giiclii, koni toplam uzunlugun
yaklagik %40 kadar, bazal topuzlar biiyiik, on yiizi diizden icbiikeye kadar
uzanmaktadir. Ozofagus bezi viicut uzunlugunun yaklasik %33'iine kadar, arkaya
dogru uzanir. Kuyruk diizgiin bir sekilde ince yuvarlatilmis bir uca dogru sivrilir,
terminal hiyalin bolge kuyruk uzunlugunun yaklagik %350'si kadardir ve stylet
uzunluguna esittir. Viicutlar1 412.2 + 19.8 pum uzunlugundadir (Sekil 4.8a). Stylet
gelismis ve 23.7 = 0.7 pm uzunlugundadir. Stylet tokmaklar1 boyu 2.8 + 0.3 um, eni
4.9 + 0.3 pm uzunlugunda olup yuvarlak, kiigiik ve 6lgtilmeleri zordur (Sekil 4.8b).
Median bulb boyu 9.1 + 1.2 um, eni 15.2 + 1 um uzunlugunda olup viicut boslugunu
dolduracak sekilde biiytiktiir. Kuyruk ortalama 46 + 3 um uzunlugundadir (Sekil 4.8c).
Kuyruk viicut sonuna dogru daralmakta ve sivrilerek sonlanmaktadir. Hyalin bolgesi
uzunlugu 25.1 + 0.8 um olup oldukga belirgin bir sekilde ihtiva etmektedir (Cizelge
4.2).
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Sekil 4.7 Heterodera cruciferae’nin Infektif Juvenilinin a: Genel Goriinimii, b:
Anterior, c: Posterior Bélgesinin Gorinim
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Cizelge 4.2 Heterodera cruciferae’nin 2. Donem Larvasina (J2) Ait Morfometrik ve
Allometrik Karakter Ozellikleri (pum)

Ort. £St. S (Min. — Maks.) Jabbari ve
Niknam, (2008)

n 20
L 412.3+19.8 383.9-455 351+15
a 19.7+0.6 18.9-21.4 20+ 15
b 71 6.1-8.4 -
c 9+1 7.2-8.8 8.4+0.7
c 3.6+0.3 3.1-43 4+0.3
DGO 3.7x0.4 3.3-44 5-6
Dudak bdlgesi eni 8.4+0.6 7.7-8.8 -
Dudak bolgesi uzunlugu 4.5+0.4 3.1-54 34
Stylet uzunlugu 23.7£0.7 22.4-25.4 21+£0.8
Median bulb’in ortasindan bas kisma uzaklik 70.9+4.5 56.6-78.7 -
Bosaltim kanalindan bas kisma uzaklik 99.1+6.4 56.6-78.7 95-110
Oesophageal uzunlugu 145.349.7 120.8-158.6 -
Viicut ortasindaki genisligi 20.9+0.6 20.1-22 -
Aniisteki viicut genigligi 12.8+0.4 12.1-13.6 -
Hyaline bolgesinde ki viicut genisligi 6+0.3 5.3-6.4 -
Kuyruk uzunlugu 46+0.3 42-51.9 415
Hyaline bdlgesi uzunlugu 25.1+0.8 24.3-26.9 21.3+1.9

*St.S: Standart Sapma

L= Viicut uzunlugu

a = Viicut uzunlugu / Viicudun en genis yeri

b = Viicut uzunlugu / Bas kismindan median bulb’e kadar olan uzunluk
¢ = Viicut uzunlugu / Kuyruk uzunlugu

¢’= Kuyruk uzunlugu / Aniisteki viicut genisligi

Bu c¢alismada belirlenen H. cruciferae’nin perineal kesitinde gdzlemlenen
Ozellikler ile disinin morfolojik ve morfometrik Olgiimleri, daha Once yapilan
caligmalarla karsilastirildiginda 6nemli bir farklilik gostermemistir (Stone ve Rowe,
1976). Larvaya ait dlgiimlerde ise Stone ve Rowe, (1976) boy uzunlugunu ortalama
431 um ve stylet uzunlugunu 24.1 um olarak bildirmistir. Ayn1 sekilde Jabbari ve
Niknam, (2008) boy uzunlugunu ortalama 351.1 um arasinda, stylet uzunlugunu
ortalama 21 pm olarak rapor etmistir. Bu ¢alismalara ek olarak Jabbari ve ark., (2017)
tarafindan yapilan ¢alismada boy uzunlugunu ortalama 351 pum, kuyruk uzunlugu
ortalama 41 pm olarak ol¢iimleri yapilmistir. Bu ¢alismada yapilan 6l¢iimler, 6nceki
calismalarla karsilastirildiginda benzerlik gostermektedir. Calismada c¢ikan Slglim
sonuglarinin degerleri Stone ve Rowe, (2018)’nin yaptig1 caligsmadaki dl¢limlere daha
yakin oldugu goriilmektedir. Olgiimlerdeki bu farklarin iklimsel ve bdlgesel durumdan

kaynaklandig: diigiiniilmektedir.
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4.1.1.1.2 Disinin morfolojik 6zellikleri

Heterodera cruciferae’nin olgun disilerinde viicut yapisi kiiresel veya limon
seklindedir (Sekil 4.9b). Kist duvar1 sert ve koyu kahverengidir. Olgun disi bireylerin
boylar1 ortalama 482.9 £ 73.6 pum, posterior kismindaki eni ise ortalama 376.6 + 75.4

um’dir. Yumurtalari ince, uzun ve oval sekildedir (Sekil 4.9a).

Sekil 4.8 Kist Nematodu Heterodera cruciferae’nin a: yumurtasi, b: olgun kistlerin
toplu gorintls, c-d: Olgun disi perineal yapisinin goriiniisii

Perineal kesit kist nematodlarin teshis edilmesinde 6nemli bir karakterdir. Bu
calismada kistlerin anal kesit preparasyonu yapilarak, anal Kkesitlerin vulvat slit,
underbridge, fenestral ve semifenestra gibi ayirt edici karakterleri incelenmistir (Sekil
4.9c-d). Kist nematodlarmimn viicut yapilar1 genellikle birbirine ¢ok benzedigi igin

ayrimlar1 olduk¢a zordur. Olgun Kistler nispeten kuguk wvulval koni ile limon
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seklindedir. Kist, dar bir vulval koprii ile ayrilmig, vulva semifenestrat-

ambifenestrattir, bullae yoktur, underbridge ¢ok zayiftir.

Cizelge 4.3 Heterodera cruciferae’nin Olgun Kist ve Yumurtalarma Ait Morfometrik
ve Allometrik Karakter Ozellikleri (um)

Min. — Maks. Jabbari ve
Ort. £5t.S Niknam, (2008)
n 20
Kist boyu (boyun harig) 482.9+73.6 369.3-629.2 505.4 +58.5
Kist eni 376.6+75.4 273.3-512 398 £ 63.2
Vulval slit 31.5+1 - 4235
Fenestral uzunlugu 33.2+0.3 - -
Fenestral eni 39.2+0.2 - 36.65
Underbridge uzunlugu  58.2+0.3 53.2-62.8 -
L/W oram 1.3+0.2 0.84-1.8 1.3+0.1
Ort. £ St. S Min. — Maks.
n 20 -
Yumurta boyu 103.9+4.1 94.5-110.7
Yumurta eni 43.8+2.3 39.7-47.6
L/W orani 2.4+0.2 1.9-2.8

*St.S: Standart Sapma
L: Vucut boyu, W: Vucut eni

Olgun kistlere ait l¢timlerde ise Jabbari ve Niknam, (2008) boy uzunlugunu
400-609.5 um oldugunu rapor etmistir. Benzer sekilde Jabbari ve ark., (2017) boy
uzunlugunu ortalama 505 pum, fenestral uzunlugunu ortalama 36.6 pum olarak
bildirmistir. Bu calismalara ek olarak Chizhov ve ark., (2009) tarafindan yapilan
calismada boy uzunlugu ortalama 557 pm ve L/W oranini ortalama 1.3 um olarak
Olciilmiigtiir. Ayrica Bello ve ark., (1999) boy uzunlugunu ortalama 555 ve fenestral

enini 38.4 um seklinde bildirmislerdir.

Bu calismada elde edilen 6l¢iim sonuglarmnin, genel olarak diger ¢alismalara
benzerlik gosterdigi, oOzellikle Jabbari ve Niknam (2008) tarafindan yapilan
calismadaki 6l¢iimlere daha yakin oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.3)

4.1.1.2 Molekuler Karakterler

Molekuler karakterlerin tespit edilmesinde, toprak drneklerinden elde edilen
kist nematodu disileri kullanilmistir. Kist nematodlarmin teshisinde DNA molekiiler
yontemlerinden yararlanildi. DNA molekiler yonteminde H. cruciferae igin
D2A/D3B ve TWB81/AB28 primer giftleri kullanilmis ve PCR islemi
gerceklestirilmistr. Yapilan analizler sonucunda elde edilen bant bayilikleri
D2A/D3B primer ¢ifti i¢in yaklagik 800 bp ve TW81/AB28 primer ¢ifti i¢in yaklagik
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1100 bp olarak saptanmistir (Sekil 4.10). Cezayir’de tespit edilen MK848393.1 Erigim

No’lu H. cruciferae ile %99.82 oraninda benzerlik iligkisi oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.9 Heterodera cruciferae 'nin TW81/AB28 (a) ve D2A/D3B (b) Primerlerinde
Vermis Oldugu Bant Biiyiikliikleri

4.1.1.3 Filogenetik analiz

Elde edilen nematodlarin genomik DNA’larmin ITS bolgesi PCR yontemi ile
cogaltilarak sekans analizine gonderilmistir (Portugal). Elde edilen sekanslarin gen
bankasindaki daha once tespit edilen ITS bolgesine ait niikleotit dizilimlerinden
faydalanilarak filogenetik iliskileri incelenmistir. Bunun icin en yiiksek akrabalik
iligkisine bagh (Maximum Likelihood) soyagaci olusturulmustur (Sekil 4.11). Bu
calismadan elde edilen H. cruciferae’nin Sirbistandan elde edilen MG298948 ile
kardslik iliskisine sahipoldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda MG800686 numarali H.

cruciferae ile monofiletik grup i¢ersinde yer aldig1 goriilmiistiir.
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MGE00686.1 Heterodera cruciferae
Heterodera cruciferae (Bu calisma)
MG298548.1 Heterodera cruciferae
KX463258.1 Heterodera carotae
AF274411.1 Heterodera cruciferae
MK3483593.1 Heterodera cruciferae
OMNOOT089.1 Heterodera cruciferae
OPB02412.1 Heterodera carotae
OMNOOT090.1 Heterodera cruciferae
OMNOOT0%2.1 Heterodera cruciferae
OMNOOT096.1 Heterodera cruciferae
AY347917.1 Heterodera carotae
AY045754.1 Heterodera carotae
HM560734.1 Heterodera sp.

100%

AY347918.1 Heterodera sp.

100% AF274413.1 Heterodera carotae
AF438375.1 Heterodera sp.

100% KX463295.1 Heterodera carotae

EUE236823.1 Heterodera goettingiana

100% AF488376.1 Heterodera sp.
AF453374 1 Heterodera goettingiana
K1 28827 1 Heterodera goettingiana

100°%
Ky 12%826.1 Heterodera goettingiana
1009 100
M 100% K%12%828.1 Heterodera goettingiana
100% MW¥351385.1 Heterodera goettingiana
100% L Jx024214.1 Heterodera goettingiana
1000

AF493377.1 Heterodera sp.
100 HM370423.1 Heterodera goettingiana

1007 HMSE0791.1 Heterodera sp.

MG523154 1 Heterodera sp.
KXT29702 1 Pratylenchoides cf nevadensis

Sekil 4.10 Heterodera cruciferae’nin ITS bolgesi maximum likelihood filogenetik
agacl

Lahana kist nematodu H. cruciferae’nin yasam dongiisii genel olarak
embriyonik ve postembriyonik olmak tizere iki kisimda incelenmistir. Embriyonik
gelismenin baslangicinda tek hiicreli olan yumurta, ardindan geometrik boliinmenin
devam etmesiyle 2, 4, 8 gibi sayilarla ¢ogalarak ¢ok hiicreli hale gelir. Bolunmelerini
tamamladiktan sonra yumurta i¢inde birinci larva donemi baslar. Birinci deri degisimi
yumurta i¢inde gergeklesir ve larva ikinci doneme gecer. Daha sonra ikinci donem
larva yumurta kabugunu kirarak disar1 ¢ikar ve kendine uygun bir konukgu arar. Bu
asamadan sonra postembriyonik dénem baslar. ikinci donem larva genellikle bitkinin

kok uclarindan girer, kuyrugu disarida kalirken bas kismu bitki dokusuna girer ve
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sabitlenir. Kok icine giren ikinci donem larva yaklasik 8 giin iginde {igiincii larva
donemine geger ve bu asamada cinsiyet ayrimi yapilamaz. Erkek larvalar ti¢iincii larva
donemini 6 ginde, dordinct larva donemini 7 giinde tamamlayarak, koke
giriglerinden yaklasik 21 giin sonra ergin hale gelirler. Disi larvalar ise ti¢lincii larva
déneminden sonra enine biiyliyerek limon sekline gelir ve dordiincii larva doneminden
sonra erginlesirler. Disiler yumurtalarini viicutlarinin ig¢inde olusturduktan sonra
olirler ve yumurtalariyla birlikte kiste doniisiirler. Bu calismada Heterodera
cruciferae tiirii tespit edilmistir. Diinyada yapilan diger ¢aligmalara bakildiginda ise
Meloidogyne spp. (Goeldi, 1892), Nacobbus aberrans (Thorne, 1935) Thorne & Allen,
1944, Belonolaimus longicaudatus (Rau, 1958) gibi bitki paraziti nematodlar ve
Ozellikle H. cruciferae (lahana Kist nematodu) ve H. schachtii (seker pancar1 kist
nematodu) kist nematodlar1 lahanada ciddi zararlara neden oldugunu vurgulamislardir
(Bridge ve Starr, 2007; Hallmann ve Meressa, 2018). Jabbari ve Niknam, (2008) 2004-
2005 yillar1 arasinda Iran'm Dogu Azerbaycan eyaletinin Tebriz kentindeki sebze
tarlalarinda bitki paraziti nematod biyogesitliliginin arastirmiglardir. 88 toprak ve kok
orneginden 16 nematod cinsine ait 25 tiir tespit etmislerdir, bunlarin arasinda
ornekleme bolgelerinin ¢ogunda biiyiik bir kist nematod populasyonu, H. cruciferae
oldugunu rapor etmislerdir. Rusya’da yapilan nematolojik bir arastirma sirasinda H.
cruciferae, Rusyanin Moskova bolgesindeki Oka Nehri, Ozery ve Serpukhov
bolgeleri boyunca lahana yetistirilen alanlarda tespit etmislerdir. Bu nematodun
Moskova bolgesindeki ilk raporunu bildirmislerdir. Kolza, rutabaga ve turp bu
nematod i¢in ek konukcu bitkiler olarak tanimlamislardir (Chizhov ve ark., 2009).
Harris ve Evans, (1988) H. cruciferae ile yogun sekilde istila edilmis bir tarlada
yetistirilen ii¢ kishk yagl tohum kolza cesidi, nematoda karsi cesit direnci kaniti
gostermedigi bildirmislerdir. Karabas (2014), Tiirkiye'de patates (Solanum tuberosum
L.) tarlalarindan Globodera rostochiensis (Wollenweber) Behrens, kirmizi bas lahana
(Brassica oleracea L. var. capitata subvar. rubra L.) tarlalarindan H. cruciferae ve
seker pancari (Beta vulgaris L.) tarlalarindan H. schachtii kistleri toplanmis ve mantar
varlig1 agisindan incelemistir. Toplam 136 H. cruciferae kistinin %37,5'i, tamami 7
farkl mantar tiirtinden biri veya daha fazlasi tarafindan kolonize edilmistir ve 154 H.
schachtii kistinin %38,9'u ayn1 cinslerden 7 farkli tiirden biri veya daha fazlasi

tarafindan kolonize ettigini raport etmistir. McCaan (1981), H. cruciferae ve H.
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schachtii'yi farkli lahana tarlalarmna (5, 10, 20, 40 veya 80 kist/100 gr toprak)
bulastirmigtir. Nematodlarin gelisimleri 12, 24 ve 36 giin sonra degerlendirmistir.
Fidelerin kuru agirliginin yalnizca H. schachtii tarafindan 12. giinde (40 veya 80
kist/100 gr toprak) onemli Ol¢lide azaldigini belirtmistir. Ayrica, 24. ve 36. giinlerde
her iki tiiriin inokulum miktarmin (20, 40 veya 80 kist/100 gr toprak) arttigini ve
fidelerin biiyiime oranlarinin her iki tiir tarafindan 12-24 ve 24-36 gun araliklarinda
azaldigim tespit etmistir. Sykes ve Winfield, (1966) Hollanda, Lincolnshire'da bes
lokasyonda toprak oOrneklemesi yapilan rastgele bir arastirmada yogun sebze
yetistiriciligi yapilan 100 tarladan 70'inde diizeyde H. cruciferae oldugunu
gostermiglerdir. Popiilasyonlar, tarlalarm %20'sinde ol¢iilebilir iiriin hasarma neden
olacak kadar biiyiikliikte oldugunu bildirmislerdir. Kislik karnabaharlar {izerinde, H.
cruciferae’nin  baglangigtaki yogunlugu ile yakindan iliskili oldugunu rapor
etmiglerdir. Bu tiir icin toprak Orneklerinden kist c¢ikarmanin dort yontemi
karsilagtirilmis, kistlerin geri kazanilmasi i¢in giivenilir bir teknik tanimlamislardir.
Ayrica Shahina ve Magbool, (1995) Pakistan, Swat'mm daglik bdlgelerinden lahana
(Brassica oleracea var. capitata) ve karnabahar (Brassica oleracea var. botrytis)
koklerinin etrafindaki topraktan toplanan H. cruciferae drnekleri Pakistan'da ilk kez
tanimlamiglar ve LM fotomikrograflari ile gostermislerdir. Bir diger calismada Raski,
(1952) H. cruciferae’yr Kaliforniya yakinlarinda, turpgillerin uzun yillardir
yetistirildigi bir¢ok tarlada tespit etmistir. Parazitin yaygin olarak goriilmesi ve biiylik
popiilasyonlara sahip olmasi, uzun siiredir mevcut oldugunu gosterdigini bildirmistir.
Bu tirt morfolojik temellere ve larvalarm Brassica oleracea var. gemmifera L.
koklerinin varliginda yumurtadan ¢ikma tepkisine gore tanimlamis ancak pancar

koklerini tanimlamamustir.

Ulkemizde yapilan diger calismalara bakildiginda ise Toktay ve ark., (2022)
Nigde ilindeki lahana iiretim alanlarindaki kist nematodlarin1 molekiiler yontemlerle
tanimlamak i¢in Ribozomal DNA bolgesi (rDNA-ITS) ve sitokrom oksidaz alt tnite 1
(mtDNA-COI) dizilerini Turkiye'de ilk kez H. cruciferae'nin (lahana kist nematodu)

tanimlanmasi i¢in kullanmiglardir.

Bu arastrmada Samsun bolgesinde H. cruciferae'ya karsi dayaniklilik igin
1islah programlarma dahil edilme potansiyelleri i¢in lahana gesitlerinin dayaniklilik

seviyesini taramiglardir. Otuz lahana ¢esidi kontrollii sera denemelerinde test etmisler
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ve 3 ¢esit duyarly, 11 gesit kismen duyarly, 9 gesit dayanikli ve 7 ¢esit yiiksek direncli
olarak tespit etmislerdir. Beyaz bas lahana cesitleri en dayanikli ¢esitler oldugunu; 7'si
olduk¢a dayanikli ve 5'i dayanikli ve yaprak lahanalarin %40't dayanikl, %60" ise
kismen duyarli oldugunu Cin lahanasi ve Briiksel lahanasinin tamami kismen duyarl
olarak rapor etmislerdir (Aydinli ve Mennan, 2012). Baska bir arastirmada ise Mennan
ve ark., (2006) Samsun, Tirkiye'de 2002, 2004 ve 2005 yillarinda lahanalarla
(Brassica spp.) iligkili kist nematodlarinin dagilis1 ve bulagiklik seviyesini incelemek
amacityla bir aragtirma yiirtitmiislerdir. Toplam 101 toprak ve kok 6rnegi analiz edilmis
ve lahana tarlalarindan toplanan toprak orneklerinin %45'inde kist tespit edildigini
bildirmislerdir. Kistler, kistlerin ve ikinci asama juvenillerin morfolojisine dayanarak
H. cruciferae ve H. mediterranea olarak tanimlamiglardir. Bu kistlerin %78'i
Heterodera cruciferae, %20'si H. mediterranea ve %2'si hem H. cruciferae hem de H.
mediterranea'dan olusan karisik bir popiilasyona sahip oldugunu rapor etmislerdir.
Lahana ¢esitleri arasinda H. cruciferae ile en ¢ok enfekte olan kirmizi bas (%71)
olmus, bunu beyaz bas (%58) ve yaprak lahana (sadece %3) izlemistir. En yiiksek
populasyon seviyesi H. cruciferae i¢in beyaz bas lahana tarlalarinda 947 kist/L toprak
ve H. mediterranea igin kirmizi bas lahana tarlalarinda 1160 kist/L toprak oldugunu

tespit etmislerdir.

4.2.1.1 Heterodera carotae (Jones, 1950)

Alinan 6rneklerden H. carotae elde edilme orani sadece % 3,8 dir (Sekil 4.12).
Ayrica Ilgelere gore karsilastirildiginda H. carotae nin en yiiksek yogunlugu Giilyali
ilcesinde 48 olgun kist/100 cm3 ve Fatsa ilgesindedir. (40 larva/100 cm3).
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Sekil 4.11 Heterodera carotae’nin Dogu Karadeniz Bolgesinde Tespit Edildigi Yerler
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4.2.1.1.1 Morfolojik karakterleri
-2. Dénem Larva Morfolojisi

Vermiform ve viicut incedir. Ikinci evre juveniller yumurta i¢inde dort kez
katlanir (Sekil 4.14a). Vicut uzunlugu 442 pm, viicut ¢apt 21.6 um (viicudun
ortasinda), antste 13.6 um ve hyalin bolgesinde 7.6 um’dir. Sefalik bdlgede medial
dudaklar ve labial disk belirsizdir (Cizelge 4.4). Dudak bolgesi 7.8-10.4 um g¢apinda
ve 3.6-4.9 um yiiksekligindedir. Sefalik gerceve iyi gelismis, yogun sklerotize. Stylet
cok gucli 22.9-26.9 um, stylet topuzlar1 yuvarlak (Sekil 3.13c). Medyan ampul oval,
belirgin kapakg¢iklidir. Bosaltim gézeneginin (EP) konumu 6n ugtan itibaren 89,5-
112,7 um arasinda degismektedir (Sekis 4.13b). Faringeal bezler uzamis, posteriorda
sivrilmis, ventralde bagirsakla ortiismektedir. Yanal alan ti¢ bant olusturan dort

kesiklidir. Kuyruk, belirgin terminal hiyalin kismi ile akut konikdir (Sekil 4.13d-€).

Sekil 4.12 Heterodera carotae’nin Infektif Juvenilinin A: Genel Goriiniimii,
B-C: Anterior, D-E: Posterior Bélgesinin Gorunimi
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Cizelge 4.4 Heterodera carotae’nin 2. Dénem Larvasina (J2) Ait Morfometrik ve
Allometrik Karakter Ozellikleri (um)

Escobar-Avila

Ort. £St. S Min.-Max. ve ark., (2018)

Ort.
n 20 30
L 442 +15.2 410.5-469.2 394
a 20.51£0.6 19.6-21.8 18.9
b 7.1+1 6.1-8.5 -
c 8+0 7.2-8.8 8.2
¢ 4+0.2 3.6-4.4 3.7
DGO 5.1+0.4 4.1-5.8 5
Dudak bdlgesi eni 9+0.6 7.8-10.4 9
Dudak bdlgesi uzunlugu 4.3+0.4 (3.6-4.9 5
Stylet uzunlugu 24.8+1.1 22.9-26.9 25
Median bulb’in ortasindan bas kisma mesafe 70.9£4.5 56.6-78.7 -
Bosaltim kanalindan bas kisma mesafe 99.1+6.4 56.6-78.7 87
Oesophageal uzunlugu 145.349.7 120.8-158.6 131
Viicut ortasindaki genisligi 21.6+0.5 20.6-22.4 21
Aniisteki viicut genigligi 13.6+0.4 12.9-14.4 13
Hyaline bolgesinde ki viicut genisligi 7.61£0.5 6.6-8.4 8
Kuyruk uzunlugu 55+2.4 49.3-59 48
Hyaline bdlgesi uzunlugu 29.9+2.8 23.8-34.6 26

*St.S: Standart Sapma

L= Viicut uzunlugu

a = Viicut uzunlugu / Viicudun en genis yeri

b = Viicut uzunlugu / Bag kismindan median bulb’in ortasina kadar olan uzunluk
¢ = Viicut uzunlugu / Kuyruk uzunlugu

¢’= Kuyruk uzunlugu / Aniisteki viicut genisligi

Bu arastirmada tespit edilen H. carotae'nin perineal kesitinde gdzlemlenen
ozellikler ile disinin morfolojik ve morfometrik Olgiimleri, onceki ¢aligmalarla
kiyaslandiginda belirgin bir farklilik gostermemistir. (Shubane, A. R. vd., 2021).
Larvaya ait Olgtimlerde ise Jones, (1950) boy uzunlugunu ortalama 453.8 olarak
bildirmistir. Ayn1 sekilde Mathews, (1975) boy uzunlugunu 375-452 pum arasinda,
stylet uzunlugunu 22-25 um olarak rapor etmistir. Bu ¢caligmalara ek olarak Madani ve
ark., (2018) tarafindan yapilan ¢alismada hyalin bdlgesi uzunlugu 26 pum, kuyruk
uzunlugu 40.4-51 pum ve viicut ortasindaki genisligi ise 19.5-24 um olarak
Olciilmiistiir. Bu ¢alismada yapilan dlglimler, dnceki ¢aligmalarla karsilastirildiginda
benzerlik gostermektedir. Calismada ¢ikan 6lglim sonuglarinin degerleri Escobar-
Avila ve ark., (2018)’nin aragtirmasinda Olgiimlere yakin oldugu goriilmektedir.
Olctimlerdeki bu farkliliklarin konukgu bitki, iklimsel ve bdlgesel durumdan

kaynaklandig1 diigiiniilmektedir.
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4.2.1.1.2 Disinin morfolojik 6zellikleri

Heterodera carotae ’nin olgun disilerinde viicut yapist kiiresel veya limon
seklindedir (Sekil 4.14b). Kist duvari sert ve koyu kahverengidir. Olgun disi bireylerin
boylar1 ortalama 469 + 39.1 um, posterior kismindaki eni ise ortalama 375.7 £ 41.9

um’dir (Sekil 4.15). Yumurtalar1 ince, uzun ve ovaldir (Sekil 4.14a).

Sekil 4.13 Kist Nematodu Heterodera carotae’nin a: yumurtasi, b: olgun kistlerin
toplu goruntlsi, c-d: Olgun disi perineal yapisimim goriiniisi

Kist nematodlarmin teshisi i¢cin Onemli bir kriter olan perineal bolge
preparatlar1 hazirlanmig ve fotograflanmistir (Sekil 4.14c). Vulva semifenestrat-

ambifenestrattir, balluesuzdur, underbridge ¢ok zayiftir (Sekil 4.14d).
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Cizelge 4.5 Heterodera carotae’nin Olgun Kist ve Yumurtalarma Ait Morfometrik ve
Allometrik Karakter Ozellikleri (um)

Min. — Maks. Escobar-Avila ve
Ort £35S ark., (2018) Ort.
n 20 30
Kist boyu (boyun harig) 469+39.1 396.2-549.6 423
Kist eni 375.7+41.9 303-450.5 331
Vulval slit 40.3+3 44.5-37.5 48
Fenestral uzunlugu 38.3£1.2 37-39.9 44
Fenestral eni 44.3+4.8 38.5-50.2 50
Underbridge uzunlugu 84.8+8.9 66-94.6 -
L/W orani 1.3+0.1 1.1-15 1.28
Ort. £ St. S Min. — Maks.
n 20
Yumurta boyu 100.9+3.9 91.4-108.8
Yumurta eni 44,142 38.8-47.2
L/W orani 2.3+0.1 2.1-2.5

*St.S: Standart Sapma
L: Vucut boyu, W: Vucut eni

Olgun kistlere ait dl¢iimlerde ise Jones, (1950) boy uzunlugunu 210-680 um
olarak bildirmistir. Ayn1 sekilde Mathews, (1975) boy uzunlugunu 218-625 pm, enini
ortalama 408 um olarak saptamistir. Bu ¢alismalara ek olarak Escobar-Avila ve ark.,
(2018) tarafindan yapilan ¢alismada boy uzunlugu ortalama 423 pm ve L/W oranini
ortalama 1.28 pum olarak 6l¢iilmiistiir. Ayrica Madani ve ark., (2018) boy uzunlugunu
ortalama 438.3 um seklinde bildirmislerdir. Bu ¢alismada yapilan élgtimlerin, genel
olarak Onceki ¢alismalarla benzerlik gosterdigi ve 6zellikle Madani ve ark., (2018)
aragtirmasindaki 6l¢tiim degerlerine daha yakin oldugu belirlenmistir. Yumurtalara ait
Olcimlerde ise Madani ve ark., (2018) boy uzunlugunu ortalama 107.3 pum, en
uzunlugunu ortalama 49.7 um ve L/W oranini ortalama 2.1 um olarak bildirmistir.
Olgiimlere bakildiginda dlgiimlerin birbirine yakin ve benzer oldugu tespit edilmistir

(Cizelge 4.5).

4.2.1.1.3 Erkegin morfolojik ozellikleri

Bu aragtirmada saptanan H. carotae’nin erkek bireylerinde gdzlemlenen
karakterlerinin morfolojik ve morfometrik dl¢timleri daha once yapilan ¢aligmalara
bakildiginda blyuk bir farkliliklar gériillmemistir (Shubane, vd., 2021). Erkeklere ait
Olciimlerde Jones, (1950) boy uzunlugunu ortalama 1119 um olarak bildirmistir (Sekil
4.15a). Ayni sekilde Mathews, (1975) boy uzunlugunu 1090-1220 pum arasinda, stylet
uzunlugunu 31-38 um olarak rapor etmistir (Sekil 4.15b-c). Bu ¢alismalara ek olarak

Escobar-Avila ve ark., (2018) tarafindan yapilan ¢alismada spicula uzunlugu 36 um
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ve viicut ortasinda ki genisligi ise 26-36 um olarak ol¢lilmistiir (Sekil 4.15d-€). Bu
calismada yapilan Ol¢limlerin, dnceki aragtirmalarla biiyiik 6lglide uyumlu oldugu,
nispeten ¢ikan Olglim sonuglarmmin degerleri Escobar-Avila ve ark., (2018)’nin
arastrmasinda ki Olclimlerle farklilik olmadigi gorilmektedir. Olgiimlerdeki bu
farklarin  konukg¢u bitki, iklimsel ve bolgesel durumdan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir (Cizelge 4.6).

Sekil 4.14 Heterodera carotae’nin Erkegi A: Genel Goriiniimii, B-C:
Anterior, D-E: Posterior Bolgesinin Gorunimd
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Cizelge 4.6 Heterodera carotae 'nin Erkegine Ait Morfometrik ve Allometrik Karakter

Ozellikleri (pum)
Ort. +St. S Min.-Max Eﬁﬁ?bgé?%igr\;_e

n 9 30
L 1076.4+82,7 (1013.3-1216.3) 1180
a 35.8+2.4 33.4-39.4 37
b 6.7+0 6.3-7.2 6.7
c 8+0 7.2-8.8 -

c 4+0.2 3.6-44 -
DGO 4.1-5.8 5
Dudak bolgesi genisligi 11.2+0.8 10.4-12.4 11
Dudak bolgesi yiiksekligi 6.6+0.4 67 5
Stylet uzunlugu 29.7£0.3 29.2-30.1 32
On ugtan medyan bulb kapak¢igma 95.7+3.4 90.4-99.4 103
On uctan bosaltim kanalina 149.4+2.3 146.1-152.5 157
Oesophageal uzunlugu 161.3+43 156-168 175
Orta gévdede govde capi 30.1+£0.7 29-30.9 32
Spicula uzunlugu 36.3+£0.7 35.4-37.2 36

*St.S: Standart Sapma

L= Viicut uzunlugu

a = Viicut uzunlugu / Viicudun en genis yeri

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

¢’= Kuyruk uzunlugu / Anusteki viicut genisligi
4.2.1.1.4 Taramah elektron mikroskobu (SEM)
Kist wvulval konisinin temel morfolojik &zellikleri sekil 4.16a-d’de

gosterilmistir. Duvar deseni dizensiz zig-zag ¢izgilerden olusmaktadir. Vulval
yarik net bir sekilde goriilmektedir (Sekil 4.16e-f).
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300um

SU1510 15.0kV 13 7md x750 SE "' " 50.0um | SU1510 15.0kV 13.4mm x50 SE

Sekil 4.15 Heterodera carotae kistinin SEM fotograflari: (a) Kist tiim viicut; (b)
Boyun bélgesi; (c), (d), (e), (f) Vulval bolge.
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1 \
25.0kV. 14.2mm x9.00k SE

25.0kV 14.0mm x2.30k SE 20.0um | 20.0kV 14.1mm x2.30k SE

Sekil 4.16 Heterodera carotae ikinci donem larva (J2) SEM fotogralari: (a), Bas
bdlgesi; (b), Dudak bdlgesi; (c) yanal cizgi; (d) Orta govde; (e) Kuyruk,

() Arka bolge.
Cephalic framework yogun sekilde sklerotize olarak gelismistir. Bas dort

belirsiz post-labial halka ile hafifce ofset durumdadir (Sekil 4.17a-b). Incefalik
bélgesi medial dudaklar ve labial disk belirsizdir. Ug banttan olusan ve dort kesik ile
yanal alana sahiptir (Sekil 4.17c-d). Kuyruk akut koniktir ve terminal hiyalin kismi
baskindir (Sekil 4.17e-f)
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SU1510 15.0kV 8.7mm x3.00k SE

SU1510 15.0kV 8.4mm X3 '50k'SE 10.0um | SU1510 5.00kV 10.1mm x

Sekil 4.17 Heterodera carotae erkek SEM fotograflari: a, b, c: Anterior bolge;
d: Orta viicutta lateral alan; e, f, g, h: Posterior bdlge.

Bas ofset durumdadir. Labial disk hafif oval, 6-8 belirsiz post-labialannilliiden
olusmaktadir. Yanal alan {i¢ bant olusturan dort kesiklidir, dis bantlar izoledir. Yanal

cizgiler basin arkasindan baslar ve kuyrugun ucuna kadar devam eder. Spikula kavisli,
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on kismu siskin, orta kismi boru seklinde ve arka kismi kivrimlidir. Gubernaclum hafif
kavislidir (Sekil 4.18f-g-h)

4.2.1.2 Molekuler Karakterler

Molekuler karakterlerin tespit edilmesinde, toprak orneklerinden elde edilen
kist nematodu disileri kullanildi. Kist nematodlarinin teshisinde DNA molekiiler
yontemlerinden yararlanildi. DNA molekiler yontemi igin Heterodera carotae igin
D2A/D3B ve TW81/AB28 primer ¢iftleri kullanilarak PCR islemi yapilmistir. Ayrica,
tire 6zgl primer seti Car-F/Car-R kullanilarak mitokondriyal DNA'nin (mtDNA)
Sitokrom Oksidaz I (coxl) bdlgesi tanimlamayi1 netlestirmek i¢in kullanilmistir.
Analiz sonucunda elde edilen bant biiyiiliikkleri D2A/D3B primer ¢ifti i¢in yaklagik 800
bp, TW81/AB28 primer ¢ifti i¢in yaklasik 1100 bp ve Car-F/Car-R specific primer
cifti i¢in yaklasik 350 bp tespit edilmistir (Sekil 4.20). Tiirkiye’de tespit edilen
MG298948 erisim numarali H. carotae ile %99.72 benzer oldugu tespit edilmistir.

C—
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Sekil 4.18 Heterodera carotae’nin TW81/AB28 (a), D2A/D3B (b) ve Car-f/Car-r
Primerlerinde Vermis Oldugu Bant Biiytikliikleri

4.2.1.3 Filogenetik analiz

Elde edilen nematodlarin genomik DNA’larmimn ITS bolgesi PCR yontemi ile
cogaltilarak sekans analizine gonderilmistir (Portugal). Elde edilen sekanslarin gen
bankasindaki daha once tespit edilen ITS bolgesine ait niikleotit dizilimlerinden
faydalanilarak filogenetik iliskileri belirlenmistir. Bunun igin en yiiksek akrabalik
iliskisine bagli (Maximum Likelihood) soyagaci iliskisi saptanmustir (Sekil 4.21).
Kanada’dan elde edilen KX463297 erisim numarali H. carotae ile kardeslik iliskisine

sahip oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.19

ANY347918 Heterodera sp.
HM550794 Heterodera sp.

KP114545 Heterodera cruciferae
MK240644 Heterodera carotae
MGS78750 Heterodera carotae
MGSE3236 Heterodera carotae isolate
AF274411 Heterodera cruciferae
J¥402415 Heterodera cruciferae
ONOO7089 Heterodera cruciferae
MGSE323T Heterodera carotae
MG298548 Heterodera cruciferae
0OPG02412 Heterodera carotae (Bu calisma)
KX453297 Heterodera carotae
KX463298 Heterodera carotae izolate
MGE00625 Heterodera cruciferae
AF488375 Heterodera sp.

EU&23523 Heterodera goettingiana
EU&23524 Heterodera goettingiana
AF432376 Heterodera sp.

AF458374 Heterodera goettingiana
AF274414 Heterodera goettingiana
K¥129827 Heterodera goettingiana
MWW361365 Heterodera goettingiana
AF438377 Heterodera sp.

MT393926 Heterodera latipons
AF458382 Heterodera latipens

K" 3523583 Heterodera latipons

AN 347525 Heterodera latipons

K 352386 Heterodera latipons
KR704288 Heterodera latipons

MZET7016 Xiphinema index

Heterodera carotae ITS bdlgesi

likelihood filogenetik

Havug Kist nematodu (Heterodera carotae) yasam dongiisii yumurta, dort larva
evresinden meydana gelmektedir (Subbotin ve ark., 2010). Olgun disiler 500 ila 700
yumurta tretme kapasitesine sahiptir (Subbotin ve ark., 2010). Buna gore Sharma &
Sharma (1998)’a gore nematodlar yumurtalarini olusan bir kist iginde tutarlar olgun
disinin kiitikiilinden elde edilir. Bu yagsam dongiisiiniin hareketsiz asamasidir (Turner
& Subbotin, 2013). Aktif kisim, ikinci evre juvenilin (J2) kist veya yumurta kesesini
olusturan jelatinimsi matris i¢gindeyken yumurtadan ¢ikmasiyla baslar (Subbotin ve

ark., 2010). Yumurtadan c¢iktiktan sonra J2, fenestral bolge veya disinin kdkten
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ayrildig1 boyun gibi dogal agikliklardan kisti terk eder. Topraga salman ikinci evre
larvalar hemen uygun bir konukgu aramaya baslar. Bir hayatta kalma stratejisi olarak,

tiim J2'ler ayn1 anda yumurtadan ¢ikmaz (Turner & Subbotin, 2013).

Kist nematodlarinda diyapoz ve sessizlik kombinasyonu nedeniyle konukcu
bitkinin yoklugunda toprakta 20 yildan fazla yasayabilir (6rn, Globodera rostochiensis
Wollenweber, 1923) (Subbotin ve ark., 2010). J2 kok sistemine girer, pericycle'a go¢
eder ve beslenme bolgesinin olusturulacagi uygun bir hiicre se¢gmeye devam eder
(Turner & Subbotin 2013). Beslenme bdlgesini olusturduktan sonra, ikinci donem
larva ergin asamasima ulasmak i¢in {i¢ asamadan geger (Subbotin ve ark., 2010). Kist
olusturan nematodlar cinsel olarak dimorfiktir (Subbotin ve ark., 2010), yani erkek ve
disi birbirinden agik¢a ayrilabilen iki formda bulunur (Abercrombie ve ark., 1992).
Ikinci evre juveniller erkek ya da disi bir ergine doniisebilir. J2'nin ii¢iincii evre larvaya
dontismesi sicakliga bagl olarak yaklasik 7 gilin siirer (Turner & Subbotin, 2013).
Dordiincii asamada geng disi kokiin korteksini yirtar ve vulvanin olusumu erkegin
Ureme sistemine erisimini saglar. Vermiform erkekler disi ile benzer oranda gelisir,
ancak erkekler beslenmez ve toprakta sadece kisa bir siire yasar. Kist olusturan
nematodlarm yumurtadan yumurtaya tiim yasam dongiisii yaklagik 30 giinde
tamamlanabilir, ancak ¢evresel kosullarin yan1 sira belirli kist nematod tiiriiniin bitki

konukgusuyla senkronizasyonuna baghdir (Turner & Subbotin, 2013).

Bu calismada H. carotae tlrl yaprak lahana bitkisinde tespit edilmistir.
Diinyada yapilan diger ¢alismalara bakildiginda ise bu nematod, havucu (Daucus
carota ve D. pulcherrima) iceren ¢ok dar bir konukc¢u araligina sahip oldugunu
bildirilmistir. Bu tiir bitkilerde diizensiz biiylime, sarimsi yapraklar, kloroz, bodur
biiyiime, solmus bitkiler, kazik kok ciirlimesi ve erken odunlagma gibi zararlara neden
oldugu ve bu zararlardan, etkilenen havuglari pazarlanamaz hale geldigi
vurgulanmistir (Anonim, 2019). Bu tiir Italya'da havug iiretiminde énemli verim
kayiplarma neden oldugu bildirilmistir. Havuglarda yaklasik %20 ila 90 verim kaybina
neden olabilecegini rapor etmislerdir (Greco ve ark., 1994). Bu tir ilk olarak Jones
(1950) tarafindan Ispanya'da (Isle of Ely) havuc (Daucus carota subsp. sativus)
topraklarinda bulunmus olsa da, Daucus carota L. (yabani ve kultlr), Daucus
pulcherrimus K., Torilis arvensis (hedgeparsley) ve Torilis lepyophylla L. (izerinde de

bulundugu kaydedilmistir (Yu ve ark, 2017; Goodey et al., 1965; Escobar-Avila et al.,
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2018) Bu tiir ayrica Avrupa, Hindistan, Kibris, Giiney Afrika, Kuzey Amerika ve
Meksika'dan havug tizerinde rapor edilmistir (Berney and Bird, 1992; Subbotin et al.,
2010; Escobar-Avila et al., 2018, Shubane et al., 2021).

Ulkemizde yapilan diger galismalara bakildiginda ise Guvercin ve AKyazi,
(2023) Tirkiye'nin Karadeniz bdlgesinde lahana (Brassica oleracea var. acephala)
yetistirilen alanlardan survey ¢alismasi yapmislardir. Elde ettikleri kist nematodlarini
morfolojik ve molekiler analize tabi tutmuslardir. Molekiiler analiz i¢in, sirasiyla
TWB81/AB28 ve D2A/D3B primer setlerini, internal transcribed spacers (ITS1, 5.8S,
ITS2) genini kapsayan ribozomal DNA bolgesi ve 28S ribozomal RNA'nin (rRNA)
D2-D3 genisleme segmentleri c¢ogalmiglardir. Ayrica, mitokondriyal DNA'nin
(mtDNA) Sitokrom Oksidaz | (cox1) bdlgesi, tire 6zgu primer seti (Car-F/Car-R)
kullanilarak tanimlamay1 netlestirmislerdir. PCR {iriinii dizilenmis ve ardindan
GenBank veri tabaninda bulunan Heterodera tiirlerinin dizileri ile karsilastirmislardir.
Tiirkiye popiilasyonu dizilerinin NCBI BLAST analizi, GenBank'ta kayith Heterodera
carotae Jones 1950 dizileri ile %99,82 benzerlik gosterdigini vurgulamiglardir. Bu
trun Tarkiye'de tespit edilen ilk H. carotae raporu oldugunu bildirmislerdir.

4.3.1.1 Heterodera fici (Kir'yanova, 1954)

Tespit edilen nematodlardan Heterodera fici, toplam Orneklerin %1.2’sinde
tespit edilmistir (Sekil 4.22). Buna ek olarak tek bir Ilce de tespit edilmistir. Mesudiye
ilcesinde 2 olgun kist/100 cm3 (Sekil 4.25) ve 8 infektif juvenil/100 cm3 (Sekil 4.24)
birey tespit edilmistir.
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Sekil 4.20 Heterodera fici’nin Dogu Karadeniz Bolgesinde Tespit Edildigi Yerler
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4.3.1.1.1 Morfolojik karakterleri
-2. Dénem Larva Morfolojisi

Ikinci donem larvalarmni elde etmek amaciyla olgun kist nematodlar1 toplanmus,
H. fici’ye ait tek bir olgun disi alimmis ve igerisinde ki larvalarmn vicut 6lcimleri
yapilmustir. Ikinci evre juveniller arkaya dogru sivrilir. Stylet iyi gelismis, bazal
topuzlar yuvarlak, hafifce 6ne dogru yonelmis. Kuyruk sivrilir, hiyalin terminali
kuyruk uzunlugunun yaklasik yaris1 kadardir. Ikinci evre juveniller (n = 20)
morfometrik karakterleri: viicut uzunlugu ortalama 422.9 um (Sekil 4.23a), stylet
uzunlugu ortalama 21.9 um (Sekil 4.23a), viicut ortasindaki genisligi 21.4 um, kuyruk
uzunlugu 59.6 um ve hyalin kismi1 28.8 um olarak Sl¢tilmiistiir (Sekil 4.23c).

Sekil 4.21 Heterodera fici’nin Infektif Juvenilinin A: Genel Goriiniimii, B: Anterior,
C: Posterior Bolgesinin Goruntmi
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Cizelge 4.7 Heterodera fici'nin Infektif Juveniline Ait Morfometrik ve Allometrik
Karakter Ozellikleri (um)

. Sun ve ark.,

Ort. +St. S Min. — Maks. (2017) Ort.
n 20 16
L 422.9 £15.9 377.9-455.8 440.9 £20
a 21.1+1 18.1-22.9 20.3+2.3
b 6.9+0.9 6.2-8.2 -
c 7.6£0.4 6.5-8.1 -
¢ 4.520.4 3.9-6.4 3.840.3
Dudak bdlgesi eni 9.7+£0.5 8.6-11.2 -
Dudak bolgesi uzunlugu 3.6£0.4 2.5-44 -
Stylet uzunlugu 21.9+15 19.2-22.9 23.2+04
Median bulb’in ortasindan bas kisma mesafe ~ 72+4.7 64.6-82.5 71.8 £4.5
Bosaltim kanalindan bas kisma mesafe 97.61£6.1 86.7-114.3 -
Vicut ortasindaki genisligi 21.4+0.5 19.4-22.7 21.9 +2
Aniisteki viicut genigligi 13.6+0.5 12.2-13.8 144 £1.5
Hyaline bolgesinde ki viicut genisligi 7.5+0.6 6.9-8.2 -
Kuyruk uzunlugu 59.6+2.1 51-61.5 54.6 £2.9
Hyaline bdlgesi uzunlugu 28.8+2.6 22.8-32.1 23.7£2.9

*St.S: Standart Sapma

L= Viicut uzunlugu

a = Viicut uzunlugu / Viicudun en genis yeri

b = Viicut uzunlugu / Bas kismindan median bulb’in ortasima kadar olan uzunluk
¢ = Viicut uzunlugu / Kuyruk uzunlugu

¢’= Kuyruk uzunlugu / Aniisteki viicut genisligi

Bu arastirmada belirlenen H. fici'nin perineal kesitinde gézlemlenen 6zellikler
ile disinin morfolojik ve morfometrik Ol¢iimleri, daha 6nce yapilan ¢aligmalarla
kiyaslandiginda buyuk bir farklilik gostermemistir (Cizelge 4.7) (Kirjanova, 1954).
Larvaya ait 6l¢iimlerde ise Sun ve ark., (2017) boy uzunlugunu ortalama 440.9 pm,
kuyruk uzunlugunu 54.6 pum ve stylet uzunlugunu ortalama 23.2 um olarak
bildirmistir. Ayni sekilde Kirjanova, (1954) boy uzunlugunu ortalama 402 pum olarak
rapor etmistir. Bu caligmalara ek olarak Wouts ve Weischer, (1977) tarafindan yapilan
calismada kuyruk uzunlugu ortalama 51 um, Dudak bolgesi uzunlugu 4.1 um, Dudak
bdlgesi enini 8.7 um ve stylet uzunlugu ise ortalama 23.2 um olarak ol¢iilmiistiir. Bu
calismada yapilan Olglimler, Onceki calismalarla karsilagtirildiginda benzerlik
gostermektedir. Caligmada ¢ikan 6l¢iim sonuglarinin degerleri Wouts ve Weischer,
(1977)’in  arastirmasindaki Olclimlere daha yakin oldugu go6zlemlenmistir.
Olgumlerdeki bu farklarin konukgu bitki, iklimsel ve bolgesel durumdan

kaynaklandig1 diigiiniilmektedir.
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4.3.1.1.2 Disinin morfolojik 6zellikleri

Olgun kistlere ait dlglimlerde ise Kirjanova, (1954) boy uzunlugunu 320-770
um olarak bildirmistir. Bu ¢alismada yapilan 6l¢timlerin benzerlik gdsterdigi, nispeten
cikan Ol¢iim sonuglarmin degerleri Kirjanova, (1954)’nin yaptigi calismadaki
Olglimlere yakin oldugu goriilmektedir. Yumurtalara ait dl¢iimlerde ise Kirjanova,
(1954) boy uzunlugunu 93-104 pm, en uzunlugunu 38-58 um ve L/W oranin1 ortalama
2 um olarak bildirmistir. Olgiimlere bakildiginda dl¢iimlerin birbirine yakin ve benzer

oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.8).

Sekil 4.22 Kist Nematodu Heterodera fici’nin a: yumurtasi, b: olgun kistlerin toplu
gorintusd, c-d: Olgun disi perineal yapisinin goriiniisii

Perineal kesit kist nematodlariin teshis edilmesinde 6nemli bir karakterdir. Bu

calismada kistlerin anal kesit preparasyonu yapilarak, anal kesitlerin vulvat slit,
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underbridge, fenestral ve semifenestra gibi aywrt edici karakterleri incelenmistir.
Survey sonrasinda alinan toprak numunelerinden olgun disi bireyler elde edilmistir.
Kist nematodlarinin viicut yapilar1 genellikle birbirine ¢cok benzedigi i¢in ayrimlari
oldukca zordur. Bu ylzden kist nematodlarinin teshisi i¢in 6nemli bir Kriter olan
perineal bolge preparatlar1 hazirlanmis ve fotograflanmistir. Vulva semifenestrat-
ambifenestrattir, vulval slit net, ballue var veya yok, underbridge zayiftir (Sekil 4.24).

Cizelge 4.8 Heterodera fici’nin Olgun Kist ve Yumurtalarma Ait Morfometrik ve
Allometrik Karakter Ozellikleri (um)

Ort + St S Min. — Maks. Sun ve %rl:t (2017)
n 4 3
Kist boyu (boyun harig) 489443 396.2-659.7 608.7 £91.6
Kist eni 397.651.7 303-497.5 395.3+40.9
Vulval slit 44.3+3.3 37.5-50.5 50.7 £1.2
Fenestral uzunlugu 42.3+1.4 37.4-49 35.3+4
Fenestral eni 49.3+4.9 38.5-58.2 57.3+2.9
Underbridge uzunlugu 73.3£6.9 66-94.6 -
L/W orani 1.3+0.2 1.1-15 1.3+0.2
Yumurta Ort. £St. S Min. — Maks.
n 20
Yumurta boyu 102.9+4 92.7-107.8 -
Yumurta eni 42.1+1.9 37.1-46.2 -
L/W orani 2.1+0.1 2-2.4 -

*St.S: Standart Sapma
L: Vucut boyu, W: Vucut eni

4.3.1.2 Molekuler Karakterler

Molekuler karakterlerin tespit edilmesinde, toprak drneklerinden elde edilen
tek bir Kkist nematodu icerisinden elde edilen larvalar kullanilmistir. Kist
nematodlarmin teshisinde DNA molekiiler yOntemlerinden yararlanildi. DNA
molekdiler yontemi icin Heterodera fici icin D2A/D3B ve TW81/AB28 primer ciftleri
uygulanarak PCR islemi yapilmistir. Analiz sonucunda bulunan bant buydlukleri
D2A/D3B primer ¢ifti i¢in yaklasik 800 bp ve TW81/AB28 primer ¢ifti i¢in yaklasik
1100 bp degeri elde edilmistir (Sekil 4.25). Italya’da incir bitkisinde tespit edilen

AY 045755 erisim numarali H. fici ile %100 benzer oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.23 Heterodera fici 'nin TW81/AB28 (1-2) ve D2A/D3B (3-4) Primerlerinde
Vermis Oldugu Bant Biiyiikliikleri

4.3.1.3 Filogenetik analiz
Elde edilen nematodlarin genomik DNA’larmin ITS bolgesi PCR yontemi ile

cogaltilarak sekans analizine gonderilmistir (Portugal). Elde edilen sekanslarin gen
bankasindaki daha once tespit edilen ITS bolgesine ait niikleotit dizilimlerinden
faydalanilarak filogenetik iliskileri incelenmistir. Bunun i¢in en yiiksek akrabalik
iliskisine bagli (Maximum Likelihood) soyagaci iliskisi incelenmistir (Sekil 4.26).
Analiz sonucunda bu calismadan elde edilen tiir Italya’da incirlerden elde edilen H.
fici (AY045755) ile kardeslik iliskisine sahip oldugu goriilmiistiir.
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100%

100%

100% OP2356520.1:1-920 Heterodera humuli
MT&04351.1:1-818 Heterodera humuli
OP238521.1:1-930 Heterodera humuli
AN 347928.1:21-560 Heterodera humuli
100% JX024217.1:2-840 Heterodera humuli
MG558511.1:1-842 Heterodera humuli
100% MG598812.1:1-783 Heterodera humuli
OR483081.1:21-584 Heterodera ripae
AF393240.1:21-973 Heterodera ripae

0Q048459.1:4-945 Heterodera ripas

1000 | —— AY347EZ7 1:21-871 Heterodera ripae

1007

] { DQ348902 1:18-985 Heterodera ripae
10000

KM114205.1:2-382 Heterodera ripae

lm:l'!i_[ AF458385.1:21-856 Heterodera fici

1007

AF274409.1:21-857 Heterodera fici

—— KY8535835.1:184-1118 Heterodera fici

100% K'381871.1:26-978 Heterodera fici
K'635987.1:164-1116 Heterodera fici
MT304359.1:2-933 Heterodera fici

AN 045755.1:45-875 Heterodera fici
100%% Heterodera fici (Bu calisma)

AN 347925.1:21-957 Heterodera latiponz

KR704288.1:55-1012 Heterodera latipons
MT3893826.1:17-873 Heterodera latipens isolate
MT353523.1:23-582 Heterodera latipons
MT393917.1:55-1013 Hetercdera latipons
HMS60790.1:55-1012 Heterodera latipons
MT3835811.1:55-1012 Heterodera latipons

WMT353506.1:55-1012 Heterodera latipons

gecerek zarar verirler

KXT72859702.1 Pratylenchoides cf. nevadenzis

Sekil 4.24 Heterodera fici ITS bolgesi maximum likelihood filogenetik agaci

Incir kist nematodu (Heterodera fici) disisi, armut veya limon seklinde bir
yaptya sahiptir ve ortalama boyu 1.4 mm kadardir. Erkegi iplik formundadir. Disiler,
bitkilerin koklerinde styletleri ile beslenerek yasarlar, ancak koklerde ur olusturmazlar.
Disiler, kilcal kokler iizerinde 6zellikle bas kismi kok noktasina kadar uzanir.
Oldiiklerinde, bedenlerinin dis tabakasi kalinlasir ve koyu kahverengi kistler haline
gelerek yumurtalar1 korur. Topraga gecisini saglayan Kistlerin icinde 100 ila 230
arasinda yumurta bulunur. Kistler, toprakta 6-10 yil boyunca kalabilir ve uygun
kosullarda yumurtadan ¢ikan ikinci donem larvalar, konukgu bitkinin koklerine

. Ikinci donem larva nematodun en aktif donemidir. Larvalar kok

62



ucunun biraz gerisinden kokl delerek iceri girerler. Konukgu kokiinde beslenerek
ergin hale gelirler. Olgunlasan erkek ve disiler, baslar1 kok icinde olarak
beslenmelerine devam ederler, bir siire sonra erkekler topraga gecer. Ciftlesen
disilerde yumurtalar geliserek renk koyulasir ve viicutlar1 yumurta ile dolan disi 6lerek
yumurtalar1 koruyan dayanikli kist seklini alir ve diger nesilleri vermek lizere topraga
gecer.

Bu ¢alismada H. fici turi yaprak lahana topraklarinda tespit edilmistir. Bu
durum yaprak lahana Gzerinde H. fici’nin yeni bir konuk¢u olabilecegini ortaya
¢ikarmaktadir. Diinyada yapilan diger ¢alismalara bakildiginda ise incir Kist nematodu,
H. fici, ilk olarak 1954 yilinda Kirjanova tarafindan Harbin, Cin Halk
Cumhuriyeti'ndeki kauguk bitkisi (Ficus elastica Roxb.) koklerinden tanimlanmustir
(Kirjanova, 1954). Daha sonra Mulvey ve Golden bu kist nematodunun Amerika
Birlesik Devletleri'nde Kaliforniya, Florida ve Virginia'dan; Brezilya, Avustralya,
Almanya, Italya, Polonya, Giiney Afrika, Ispanya, Tiirkiye, SSCB ve Yugoslavya'dan
bilinen yayilisint 6zetlemislerdir. Pakistan’da, Quetta, Saryab'daki bir meyve
bahgesinde 1986 yilinda yapilan bir arastirma sirasinda, H. fici'nin incir (Ficus carica
L.) bitkilerinin koklerinde yogun bir sekilde parazitlendigi ve bu bitkilerde biiyiime
geriligi ve yapraklarda sararma belirtileri goriildiigii rapor etmislerdir. (Mulvey, 1972;
Mulvey ve ark., 1983). H. fici, incir bitkileri izerinde zararl bir tiirdiir ve yogun istila
biliylimenin gecikmesine ve yapraklarm sararmasina neden olabilecegini bildirmistir
(Magbool, 1987). Vito ve Sasanelli, (1990) H. fici'nin larva ve kistlerinin ortaya ¢ikisi,
%2 dogal ve yapay kulucka maddelerinde 24°C'de 7 haftalik bir siire boyunca bir
biiyiime kabininde arastirmislardir. Kistler ticari incir kdklerinden toplamislar ve her
biri 100'lUk partiler siis veya ticari incir kdkleri, pikrolonik asit, sodyummetavanadat,
¢inko Kloriir, ¢inko siilfat veya damitilmis suda inkiibe etmislerdir. Ticari incir kok
suyunda (%97), siis inciri kok suyuna (%45) kiyasla daha fazla larva ortaya ¢iktigini
bildirmislerdir. Sodyum metavanadatta c¢ikis %64, ¢inko kloriirde %40 ve ¢inko
stilfatta %27 olmus ve pikrolonik asitteki ¢ikisin ¢ok diisiiktii (%5) oldugunu rapor
etmislerdir. Sasanelli ve D'Addabbo, (1992) Sodyum metavanadat ¢ozeltilerinin farkli
konsantrasyonlarmin (0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 ve 1.2 mM) H. fici kistlerinden larva ¢ikis1
Uzerindeki etkisi, ticari incir kok suyu ve distile su ile karsilastirmuglardir. Kistler

Fenwick tenekesi ile kurutulmus topraktan toplanmis ve her biri 50 adet olan gruplar
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25 °C + 1'de yedi hafta boyunca kulugka maddesi i¢inde inkiibe etmislerdir. En biiyiik
cikis (%55,5) incir kokii suyunda meydana geldigini tespit etmislerdir. Sodyum
metavanadatta maksimum nematod ¢ikist 0.6 mM'de meydana geldigini
bildirmislerdir. Ayrica Subbotin ve ark., (1989) yaptiklar1 bir ¢alismada H. fici 1987
yilinda Abhazya Skaya SSR'nin Shukhona ve Gul'ripsh bélgelerinde F. carica'nin
koklerinde ve rizosferinde buldugunu belirtmislerdir. Baz1 odaklarda 30 000 yumurta
ve larva/100 cm3 'e varan toprak kontaminasyonlari oldugunu tespit etmislerdir.
Yabani incirdeki H. fici, SSCB i¢in ilk kez rapor edilmistir. Erginler, larvalar ve
yumurtalar tamimlanmisdir. Fanelli ve ark., (2019) Giiney italya'nin Apulia
bdlgesindeki ev ve kamu bahcelerinden toplanan F. carica koklerinden izole edilen
Heterodera ficinin LM ve SEM go6zlemlerine dayanan morfo-biyolojilerini ve
histopatolojisi tanimlamiglardir. Apulia bolgesi genelinde yetmis bes lokalite
orneklenmis ve 0rneklenen lokalitelerin dortte birinde, 44 ila 180 kist/100 ml toprak
arasinda degisen popiilasyon yogunluguna sahip H. fici ile istila edilmis incir kokleri
bulundugunu tespit etmislerdir. Italya'daki siis Ficus spp. ve ithal bonsai tizerinde H.
fici'yi tespit etmeye yonelik tiim girisimlerde basarisiz olmuslardir. Italyan
populasyonunun morfometrik karakterleri, H. fici icin bildirilen tip ve yeniden
tanimlama popiilasyonlarminkilerle uyumlu oldugunu bildirmislerdir. ITS, 28S
rRNA'nm D2-D3 genisleme alanlar1 ve bu ¢alismada yeni elde edilen H. fici'nin kismi
18S rRNA dizileri kullanilarak yapilan molekiiler analiz, GenBank veri tabaninda
bulunan H. fici’nin ilgili dizileriyle iyi bir sekilde eslestirmilerdir. Filogenetik agaglar
H. fici'nin Humuli grubu iginde gruplandirilmasmi dogrulamislardir. H. fici
embriyojenik gelisimini 25 °C'de 14-16 gunde tamamlar ve F. carica fidelerinin
koklerinde istila sonrasi gelisim ve olgunluk 25-28 °C'de 64-68 giinde tamamladigini

rapor etmiglerdir.

Ulkemizde yapilan diger calismalara bakildiginda ise Tirkiye'nin Ege
Bolgesi'nden yapilan bir ¢alismada H. fici’'nin, F. carica ve F. domestica'y1
parazitledigini ilk kez bildirmistir (Yuksel, 1981). Baska bir caliymada ise Aksit ve
Cakmak, (2022) Tirkiye'deki incir agaglarinin kok, govde, siirgiin, yaprak ve
meyvelerinden beslenen artropodlar ve nematodlar ile ilgili glncel literatiir gézden
gecirmislerdir. H. fici dahil olmak {izere 10 nematod tiirliinii incir agaglariyla

iliskilendirmiglerdir. Bu ¢alismada yer alan biitiin zararlilarin yiiksek populasyonlara
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ulastiginda ekonomik agidan zararli ve kontrol gerektiren tiirler oldugunu

vurgulamislardir.
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5. SONUC ve ONERILER

Ordu, Giresun, Trabzon, Rize ve Artvin illerinde, yaprak lahana uretiminin
yogun olarak yapildigi ilgelerde bu calisma Dogu Karadeniz Bolgesi’nde 2022 ve 2023

yillarin1 kapsayan yaprak lahana iiretim alanlarinda bu arastirma gergeklestirilmistir.

Bu ¢alisgma sonucunda bolgede yaprak lahana tretim Heterodera cruciferae
(%16.8), Heterodera carotae (%3.8) ve Heterodera fici (%]1.2) tiirleri teshisleri
belirlenmistir. Arastrma, yaprak lahana tretim bolgelerinde en sik karsilasilan

nematodlarm sirasiyla H. cruciferae, H. carotae ve H. fici oldugunu ortaya koymustur.

Calisma ile tilkemizde yaprak lahana bitkisinde ve rizosferinde ilk kez konukgu
olarak turlerin tespit edilmesine olanak saglamistir. Bu bulgu, Dogu Karadeniz
Bolgesi'nin nematod tiir cesitliligi bakimindan farkli arastirmalarin  yapilmasi

gerekmektedir.

Dogu Karadeniz Bolgesi’'nde yapilan arastirma sonucunda karalaharana
iretilen alanlarim %22,07’si Heterodera spp. ile bulasik oldugu belirlenmistir. Ordu
ilinden alan yaprak lahana yetistirilen topraklarm %21.05’1 kist nematodu ile bulasik
olarak belirlenmistir. Ordu ilinde 100 cm3 toprakta 29 adet infektif juvenil ve 48 adet
kist elde edilerek en yiiksek popiilasyon Giilyal1 ilgesinde tespit edilmistir. Bunun yani
sira en az yogunluk ise Mesudiye il¢esinde 100 cm3 toprakta 2 adet infektif juvenil ve
8 adet kist popllasyonu belirlenmistir. Giresun ilinden alinan yaprak lahana yetistirilen
topraklarin %35.29’1 kist nematodu ile bulasik tespit edilmistir. Giresun ilinde ise en
yuksek populasyon 100 cm3 toprakta 12 adet infektif juvenil ve 16 adet Kist elde
edilerek en yiiksek popiilasyon Dereli ilgesinde tespit edilmistir. Bunun yani sira en az
yogunluk ise Piraziz ilgesinde 100 cm3 toprakta sadece 2 adet kist populasyonu tespit
edilmistir. Trabzon ilinden alinan yaprak lahana yetistirilen topraklarin %26.31°1 kist
nematodu ile bulasik tespit edilmistir. Trabzon iline bakildiginda ise 100 cm3 toprakta
10 adet infektif juvenil ve 6 adet kist elde edilerek en yiksek popilasyon Arsin
ilcesinde tespit edilmistir. Bunun yani sira en az yogunluk ise Yomra ilgesinde 100
cm3 toprakta sadece 2 adet kist popiilasyonu tespit edilmistir. Topraktan 2. dénem
larvalarin ve kistlerin tespiti yalnizca 2 ilgede raslanmistir. Alinan numuneler
sonucunda Rize ilinden alman yaprak lahana yetistirilen topraklarm %13.33"i kist

nematodu ile bulasik tespit edilmistir Rize iline bakildiginda bu ilgelerinden 100 cm3
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toprakta 1 adet infektif juvenil ve 5 adet kist elde edilerek en yiiksek populasyon
Camlihemsin ilgesinde tespit edilmistir. En az yogunluk ise Ardesen il¢esinde 100 cm3
toprakta sadece 3 adet kist popllasyonu belirlenmistir. Alinan numuneler sonucunda
Artvin ilinden alinan yaprak lahana yetistirilen topraklarin kist nematodu ile bulagiklik

olmadigi tespit edilmistir.

Ekonomik agidan Onemli nematodlarin basinda ikinci sirada gelen Kist
nematodlari, yaprak lahanada onemli diizeyde verim kaybina yol agabilen bir
potansiyele sahiptir. Kist nematodlarmm hizli ¢ogalma kabiliyetleri yiiksektir. Bu
arastirmada, lretimin siirekliligi géz oniine alindiginda gelecekte iiretim agisindan
potansiyel bir tehdit olusturma riski yiiksektir. Yaprak lahana iiretim alanlarinda kist
nematodlarma kars1 miicadele ¢alismalar1 gergeklestirilmelidir. Zararlilarla miicadele
stratejileri arasinda, iklim kosullar1 dikkate almarak fiziksel miicadele yontemleri
uygulanabilir. Buna ek olarak, kimyasal savasim alaninda ruhsatli nematisitler
kullanilarak saglanabilir. Bu durum, iilkemizin diger bolgelerinde yaprak lahana
yetistirilen alanlarda nematodlarla ilgili arastirmalarimizi artirmamiz gerektigini

gostermektedir.

Calisma sonuglarina gore belirlenen kist nematodlari, diinya genelinde birgok
tarim bitkisinde dnemli verim kayiplarma sebep oldugu bilinen bir gercektir. Ozellikle
Ulkemizde yaprak lahana tiretimi yapilan alanlarda da benzer diizeyde verim kayiplar1

olusabilecegi diistiniilmektedir.

Calisma sonucuna bakilacak olursa nematodlarla micadeledeki zorluklar g6z
Online alindiginda, bolgedeki zararli nematodlarin dogru bir sekilde tespiti, bu
nematodlarla etkili bir miicadele stratejisinin gelistirilmesi a¢isindan biiyiik bir 6Gneme
sahiptir. Bu baglamda, =zararli nematod tiirlerinin belirlenmesi, miicadele
yontemlerinin planlanmasi ve uygulanmasi, tarimsal iiretimde saglikli bir verim elde

etmek adina kritik bir adim olacaktur.
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