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OZET Aragtirma Makalesi
Bu calismada koék-ur nematodlarimin Bati Karadeniz Bolgesi kivi

bahgelerindeki  yayginlik ve  yogunluklarimin  belirlenmesi Makale Tarihgesi
amaclanmistir. Bu amacla 2015 ve 2016 yillarinda Diizce (2), Gelig Tarihi
Zonguldak (3) ve Bartin (3) illerinde sekiz kivi bahcesinden kék ve Kabul Tarihi

toprak érnekleri alinmigtir. DNA ikinci dénem larvalardan ekstrakte
edilmig, ClearDetections firmasina ait M. tropical spp., M. hapla ve

Anahtar Kelimeler

M. enterelobii real-time primerleri ve Meloidogyne spp. universal Strvey

MF/MR primerleri molekiiler teghislerde kullamilmigtir. Calisma Toprak 6rneklemesi
sonucunda, bahcelerden %50’sinin Meloidogyne spp. ile bulasik Teshis

oldugu ve Bartin ve Zonguldak illerinden birer bahc¢enin M. incognita, M. incognita
Zonguldak ilinden bir bahg¢enin M. hapla ve Diizce ilinde bir bah¢enin M. hapla

ise hem M. incognitahem de M. haplaile bulagik oldugu saptanmistir.
Bahgelerdeki popilasyon yogunlugunun 31-252 J2/100 g toprak
arasinda degistigi ve en yiuksek populasyon yogunlugunun Bartin ili
Yanaz Koyunde agustos ayinda 252 J2/100 g toprak oldugu
belirlenmisgtir.
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Objective of this study was to determine the prevalence and density of
root-knot nematodes in kiwi orchards in the Western Black Sea
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Region. For this purpose, root and soil samples were taken from eight Received
kiwi orchards in Diizce (2), Zonguldak (3), and Bartin (3) provinces in Accepted
2015 and 2016. Genomic DNA of the nematodes was extracted from

second stage juviniles (J2), and ClearDetections’s real-time primers Keywords
were used for identification of M. tropical spp., M. hapla and M. Su.rvey )
enterelobii and specific universal MF / MR primers were used for Soil s:ar'npl?ng
molecular identifications of Meloidogyne spp. As a result of the study, Idet}tlflcat}on
50% of the orchards were infected with Meloidogyne spp. It was % Z;C;)imta

determined that one orchard from each of Bartin and Zonguldak were
infected with M. incognita, one orchard from Zonguldak with M. hapla
and one orchard in Diizce with both M. incognita and M. hapla. It was
determined that the population density in the orchards ranged
between 31-252 J2/100 g soil and the highest population density was
found as 252 J2/100 g soil in august in Yanaz Village of Bartin.
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GIRIS diinyaya Yeni Zelanda’dan yayilmistir (Schroeder ve

Fletcher, 1967). Giniimiizde kivi yetistiriciligi basta
Cin, Yeni Zelanda, Italya, Sili, Yunanistan ve Tiirkiye
olmak tiizere i1liman-tropik iklime sahip dinyanin
farkli bolgelerinde yaygin olarak yapilmaktadir
(Carlos, 2014). Tiirkiye'de kivi {iretimi 1988 yilinda

Kivi (Actinidia chinensis Planch), meyvesi taze olarak
tuketildigi gibi pasta, kek, dondurma, recel, marmelat,
konserve ve c¢ay olarak da tliketilmekte ve
kullanilmaktadir. Anavatani Cin olan kivi tim
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Yalova’'da yapilan adaptasyon denemeleri ile baglamig
olup ilerleyen yillarda basta Yalova yoresi ve
Karadeniz Bolgesinde olmak lizere hizla artmis ve
yayginlasmistir (Kahraman ve Dardeniz, 2019).
Gunimiuzde 2990 ha alanda 61.920 ton tUretime sahip
olan Tirkiye, tretim miktar1 agisindan diinyada
yedinci sirada yer almaktadir (FAO, 2018).

Bitki paraziti nematodlar, diinya genelinde tarimsal
uretimde bir¢ok triinde ciddi kayiplara yol actiklar:
sekilde kivi iiretimini de tehdit etmektedir (El-Borai
ve Duncan, 2005; McKenna ve ark., 2009; McKenry,
2016). Kivide zarar yapan bitki paraziti nematodlar
icerisindeki en 6nemli grup ise kok-ur nematodlar
(Meloidogyne spp.) olarak bilinmektedir (Cabrera ve
El-Borai, 2018). Bugiine kadar kivide zarar yapan M.
incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949, M.
arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949, M. hapla
Chitwood, 1949, M. javanica (Treub, 1885) Chitwood,
1949, M. ethiopica Whitehead, 1968, M. aberrans
Tao,Xu, Yuan, Wang, Lin, Zhuo & Liao, 2017, M.
actinidiae Li ve Yu, 1991 olmak tizere yedi tiir tespit
edilmistir (Vovlas ve Roca, 1976; Haygood ve ark.,
1990; Li ve Yu, 1991; Philippi ve ark., 1996; Carneiro
ve ark., 2004; Tao ve ark., 2017).

bitkisinde

Turkiye'de kivi zarar yapan kok-ur

nematodlar ile ilgili yapilan ¢calismalar Ordu ili ile
sinirli kalmig olup, bu ilde kivi yetistiriciligi yapilan
alanlarda M. incognita, M. arenariave M. hapla tiirleri
tespit edilmistir (Akyazi ve Felek, 2013a, Akyazi ve
ark., 2017).

Bu c¢alisma ile kivi yetistiriciliginin son yillarda
giderek arttigt Bati Karadeniz Boélgesi Diizce,
Zonguldak ve Bartin illeri kivi bahgelerindeki kék-ur
nematodlarinin tespiti, yayginlik ve yogunluklarinin
belirlenmesi amag¢lanmigtir.

MATERYAL ve METOD
Toprak Orneklemesi

Kivi bahgelerinde énemli bitki paraziti nematodlari
belirlemek amaciyla 2015 yil1 agustos ayinda ve 2016
yili1 ekim ayinda yapilan ¢aligmalarda Bartin ilinden 3,
Diizce ilinden 2 ve Zonguldak illinden 2 olmak tizere
toplam 8 kivi bahgesinden toprak ve bitki kok
ornekleri alinmistir (Cizelge 1). Toprak ve kok
orneklerini almak amaciyla bahcelerde dikili kivi omca
siralar1 aralarinda zikzak seklinde bir yol izlenerek
kivi omcas1 ta¢ izdisiminin 5 ayr1 noktasindan
toprak sondasi yardimiyla 0-30 cm’den toprak ve kok
ornekleri alinmigtir.

Cizelge 1. Calisma kapsaminda 6rnekleme yapilan kivi bahgeleri
Table 1. Kiwi gardens sampled within the scope of the study

Ornek No IIge/Koy Koordinat Erisim Numaralari

Sample No _ Province / District / Village Coordinate Accession Numbers

B1 Bartin / Merkez /Yanaz 41°34'56.75"N 32°25'0.70"E MW174767

B2 Bartin / Merkez / Terkehaliller 41°33'59.80"N 32°23'46.07"E

B3 Bartin / Merkez / Ak¢ali 41°36'10.44"N 32°23'30.19"E

D1 Diizce / Akg¢akoca / Arabaci 41° 2'52.35"N 31° 5'37.85"E MW174768, MW186930

D2 Diizce / Yigilca / Nuhlar 40°54'39.82"N 31°14'24.22"E

Z1 Zonguldak / Alapl / Yesilyurt 41° 7'35.26"N 31°24'49.43"K MW174766

zZ2 Zonguldak / Alaph / Kabalar 41° 5'45.96"N 31°24'27.40"E

Z3 Zonguldak / Eregli / Elmaci 41°20'569.71"N 31°38'17.92"E MW186931
Nematodlarin Ekstraksiyonu ve Sayimi yumurta  paketlerinden  gergeklestirilen = DNA

Laboratuvara getirilen 6rneklerden alinan 200 g’lik alt
orneklerden 3 tekerriirli olarak “Modifiye Baerman
Funnel” yontemi kullanilarak nematodlar ekstrakte
edilmistir (Hooper, 1986). Elde edilen siispansiyonun
icindeki kok-ur nematoduna ait 2. dénem larvalar
sayllmigtir. Bu amagcla falcon tiip igerisinde en az 2
saat Dbekletilen suspansiyondan pastor pipetiyle
cekilerek gozlem kabina aktarilan alt orneklerde
sayim yapilmis ve bu igleme sayilacak nematod
kalmayana kadar devam edilmigtir. Sayim isleminde
invert mikroskop (Leica DMI 400B) kullanilmistir. Her
poptiilasyon i¢in 3 tekerriirden elde edilen Meloidogyne
spp. sayisinin ortalamasi alinarak 100 g topraktaki
ikinci dénem larva sayisi belirlenmigtir.

Kok-ur Nematodlarinin Teghisi
Laboratuvara getirilen urlu koklerden elde edilen
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ekstraksiyonu DNAeasy Tissue and Blood Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) kullamilarak séz konusu kitlerin
protokoliine gére yapilmigtir. Real-time PCR
caligsmalarinda, ClearDetection  firmasmna  ait
Meloidogyne tropical spp. (M. incognita, M. javanica,
M. mayaguensis, M. ethiopica, M. arenaria, M.
floridensis, M. arabicida, M. morrociensi) (katalog no
RT-N-D-1302), M. hapla (katalog no RT-N-D-1310) ve
M. enterelobii (katalog no RT-N-D-1307) primerleri
kullanilmigtir. Kullanilan karigimin igerigi ve real-
time PCR kogullar1 ClearDetection firmasinin
protokollerine gore yapilmigtir. Buna gore 2 pl hedef
primer, 10 pl ClearDetection PCR mix, 3 pl PCR
enhancer ve 5 ul hedef DNA iceren toplam 20 pul
karisim hazirlanarak kullanilmigtir. DNA
amplifikasyonlar1 ise 95°C 3 dk enzim aktivasyonu,
95°C 10 sn, 63°C 60 sn, 72°C 30 sn 35 dongli ve
72—95°C 0.2-0.5°C olacak sekilde programlanan real-
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time PCR cihazinda (Roche 480)

gerceklestirilmigtir.

LightCycler

Real-time PCR ile pozitif sonug elde edilen 6rneklerde
28S rRNA D2D3 bélgesini ¢cogaltan Meloidogyne spp.

iniversal primerleri MF/MR (5'-
GGGGATGTTTGAGGCAGATTTG-3, 5'-
AACCGCTTCGGACTTCCACCAG-3) kullanilarak

PCR gergeklestirilmistir (Hu ve ark., 2011). PCR
reaksiyonu, her érnek icin, 6 pl of Master Mix (Solis
Biodyne), 0.5 pl of her primerden, 2 pl genomik DNA
ile 21 ul ddH20 karigtirilarak, toplamda 30 ul hacimde
gerceklestirilmigtir. DNA amplifikasyonlar: 94°C’de 2
da baglangi¢ denatiirasyonu, ve 94°C’de 30 sn, 64°C’de
30 sn, 68°C’de 1 da ve 35 dongliyli miiteakiben 72 °C’de
5 da sonlandirma olacak sekilde programlanan PCR
cihazinda (BioRad) gerceklestirilmistir. PCR {iriinleri
%1.5'luk agaroz jel hazirlanarak kosturulmus ve elde

loidog
Figure 1. Kiwi roots infected with Meloidogyne spp.

Sekil 1. Me

Calismada Meloidogyne spp. ile bulasik 4 bahceden
elde ikinci dénem larvalara ait DNA’larla yapilan real-
time PCR sonucunda; D1 popiilasyonu (Arabaci koyii)
(Tm: 86.68, Cp: 24.38), Z1 (Yesilyurt koyit) (Tm: 86.91,
Cp: 30.00) ve B1 (Yanaz koyi) (Tm: 86.70, Cp: 20.23)
koylerinden Meloidogyne tropical spp. primeriyle

Wihey buane
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edilen duriunlerde BM Laboratuvar Sistemleri
firmasindan hizmet alinarak sekans analizleri
gerceklestirilmistir. Sekans sonuglar1 Chromas

programinda manuel olarak edit edildikten sonra
Genbank’ta (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ayr1
ayr1 BLAST yapilarak diger dizilerle karsilagtirilmig
ve tanimlanmalar1 yapilmigtir. Tanimlanan izolatlara
ait sekanslarin GenBank’a girigleri yapilarak ve
erisim numaralar1 alinmistir (Cizelge 1).

BULGULAR ve TARTISMA
Diizce, Zonguldak ve Bartin illeri kivi bahcelerinde
yapilan siirvey calismasi sonucunda 8 kivi

bahcesinden Bartin ve Diizce illerinde birer ve
Zonguldak ilinde iki adet olmak {tizere toplam 4
bahcenin kok-ur nematodu (Meloidogyne spp.) ile
bulasik oldugu belirlenmistir (Sekil 1).

(Meloidogyne tropical spp. pozitif kontrol Tm: 86.97,
Cp: 20.32), Z3 (Elmac1 kéyii) (Tm: 80.36, Cp: 22.24) ve
D1 (Arabaci kéyi) (Tm: 80.15, Cp: 30.00) koylerinde ise
M. hapla primerleriyle (M. hapla pozitif kontrol Tm:
80.44, Cp: 25.82) pozitif sonu¢ alinmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Kok-ur nematodu ile bulagik bulunan kivi bahcgelerine ait DNA’lar ile pozitif ve negatif kontrollerin
Meloidogyne tropical spp. (A) ve M. hapla primerleriyle (B) Real time PCR sonucu elde edilen melting

peakler

Figure 2. Melting peaks obtained as a result of Real-time PCR with the DNA of the root-knot nematode and the
positive and negative controls with Meloidogyne tropical (A) and M. hapla primers (B)

Meloidogyne spp.'ye spesifik MF/MR primerleriyle
yapilan PCR sonucunda dort 6rnekte de beklenildigi
sekilde yaklagik 500 bp bant gézlenmistir. Elde edilen
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dizilerin NCBI veri tabaminda yapilan BLAST
sorgulart sonucunda GenBank'ta kaydedilenlerden
karsilik gelen tirlerle % 98.56-99.77 nikleotid
benzerligine sahip olarak Z1 (Yesilyurt koyii) ve Bl
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(Yanaz koyii) popiilasyonlar1 M. incognita, 73 (Elmaci
koyii) popiilasyonu M. haplaolarak teshis edilirken D1
popiilasyonu (Arabaci kéyt) M. incognita ve M. hapla
olarak teshis edilmistir. S6z konusu kivi bahgelerinde
kok-ur nematodunun yani sira Pratylenchus spp.,
Pratylenchoides spp.-, Helicotylenchus spp.,
Ditylenchus spp., Coslenchus spp., Filenchus spp. ve
Aphelenchoides spp. cinslerine ait tirler oldugu
belirlenmigtir.

Bu sonucglara gore 6rnekleme yapilan 8 kivi bahgesi
acisindan kok-ur nematodu yayginlik orani %50 olarak
belirlenirken M. incognita yayginhig1 %37.5, M. hapla
yayginhgi ise %25 olarak belirlenmistir. Turkiye'de
kivi bahgelerinde bitki paraziti nematodlar agisindan
yapilmis az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Akyazi ve
Felek (2013a) Ordu ili merkez ve ilcelerinden kok-ur
nematodu ile bulagsik bahgelerden alinan 17 6rnegin
tamamimin M. incognita ile bulagsik oldugunu
bildirirken bir diger ¢alismada ise Ordu ili Altinordu
ilgesinde bir bahcede M. hapla ve M. arenaria
tirlerinin tespit edildigini bildirmislerdir (Akyaz ve
ark., 2017). Ayrica gerek Yalova (kisisel goriisme Zir.
Yiik. Mith. Onur DURA, Atatiirk Bah.Kiil.Ars.Ens.)
gerekse de Mersin cevresindeki (kisisel goriisme Dr.
Refik BOZBUGA, Adana Biy.Miic.Ars.Ens.) kivi
bahgelerinde koék-ur nematodlarinin yayginligr ve
zarar1 her gecen giin artmaktadir. Ug tropikal tiir M.
incognita, M. arenariave M. javanica ile iliman tir M.
hapla major kok-ur nematodu tiirleri olarak kabul
edilmekte olup, bu dort turin yayginlik acisindan
yaklagik 100 tiri iceren Meloidogyne cinsinin
%99undan fazlasini olusturdugu bildirilmistir (Taylor
ve ark., 1982; Moens ve ark., 2009). Neredeyse kiiltiir
bitkilerinin tamaminda zarar yapan, tim dinyada
yaygin, son derece 6nemli obligat bitki patojenleri olan
kok-ur nematodlari, bitki paraziti nematodlar
igerisinde diinyada kivide zarar yapan tek nematod
grubudur (Cabrera ve El-Borai, 2018). Bugiine kadar
kivide zarar yapan yedi farkli nematod tiuri tespit
edilmis olup bu ¢alismada tespit edilen tiirlerden farkl

olarak Amerika, Brezilya, Cin, Iran, 1spanya ve Sili’'de
M. javanica, Brezilya, Sili ve Yunanistan’da M.
ethiopica, Cin’de M. aberrans ve M. actinidiae turleri
tespit edilmistir (Haygoog ve ark., 1990; Li ve Yu,
1991; Verdejo-Lucas, 1992; Philippi ve ark., 1996;
Maafi ve Mahdavian, 1997; Randig ve ark., 2004;
Cofcewicz ve ark., 2007; Conceicdo ve ark., 2012; Tao
ve ark., 2017).

Nematodlarin hizl ve giivenilir teghisi, dogru ve etkili
miicadelenin uygulanmasi ve karantina agisindan son
derece o6nemlidir. Koék-ur nematodlarimin klasik
teshisleri ikinci dénem larvalarin morfolojik ve
morfometrik karakterleriyle, disi bireylerin perineal
kesitlerine gore yapilmakta ve bu iglem hem tecriibe
istemekte hem de zaman almaktadir. Bu nedenle, kisa
stirede kesin sonug¢ veren molekiler yontemler her
gecen gin daha fazla kullanilmaktadir. Ayrica
gecmiste klasik yontemlerle yapilan bir¢ok kaydin
teshisi molekiiler yontemlerle yapilan yeni ¢alismalar
sonucunda degismektedir. Ik olarak 1980 yilinda
Amerika’nin Kuzeybat1 Pasifik bélgesinde teshis
edilen M. chitwoodi daha once M. hapla olarak teghis
edilirken (Golden ve ark., 1980) ayni tiir Hollanda’da
ise M. arenaria olarak teshis edilmistir (Brinkman ve
ark., 1994). Ulkemiz popilasyonlar1 ile ilk kez
kullanilan ClearDetection primeleri c¢alismada yer
alan popilasyonlar i¢in basarili sonug¢lar vermistir. Bu
sonuglar bu primerlerin tlkemiz Meloidogyne spp.
poptilasyonlarinin tanimlanmasinda
kullanilabilecegini géstermistir.

Kok-ur nematodu bulasiklig: tespit edilen bahcelere
ait bilgiler ve elde edilen ikinci dénem larva sayilari
Cizelge 2’de verilmistir. Calisma kapsamina giren
bahcelerde popiulasyon yogunlugunun 31-252 J2/100 g
toprak arasinda degistigi belirlenmis olup en yuksek
popiilasyon yogunlugu M. incognita ile bulasik
bulunan Bartin ili Yanaz koylindeki kivi bahcesinde
(B1) 252 J2/100 g toprak (Agustos 2015) olarak
belirlenmigtir.

Cizelge 2. Kok-ur nematodu tespit edilen bahceler ve Kék-ur nematodu yogunluklar: (Meloidogyne spp. J2/100 g

toprak)
Table 2. Gardens infested with root-knot nematodes, root-knot nematode species and densities (Meloidogyne spp.

J2/100 g soil)

Ornek No  IVlIge/Kiy Tir Agustos/August 2015 Ekim/October 2016

Sample No Province / District / Village Species J2/100 g toprak* J2/100 g toprak

J2/100 g soil ** J2/100 g soil

B1 Bartin/Merkez/Yanaz M. incognita 252 179

D1 Diizce/Akgakoca/Arabaci M. incognita, M. hapla 128 63

Z1 Zonguldak/Alapl/Yesilyurt M. incognita 31 86

Z3 Zonguldak/Eregli/Elmaci M. hapla 56 145

* Tkinci donem larva sayisi / 100 gram toprak
**Number of second stage larvae / 100 gram soil

Ordu ilinde M. incognita tespit edilen iki ayr1 kivi
bahgesinde yapilan popililasyon seyri calismasinda
popllasyon yogunluklarimin 12-213 ve 16-175 J2/100

cm? toprak olarak degistigi ve en ylksek popllasyon
seviyelerinin mart ayinda tespit edildigi bildirilmigtir
(Akyaz1 ve Felek, 2013b). Saks1 denemelerinde /.



KSU Tarim ve Doga Derg 24 (5): 1093-1099, 2021
KSU J. Agric Nat 24 (5): 1093-1099, 2021

Arastirma Makalesi

hapla'ya nispeten toleranshi bulunan Hayward
cesidinde (Philippi ve Budge, 1992) M. incognita irk
1'in ciddi buylime azalmasina neden oldugu ve tahmini
tolerans limitinin 0.43 yumurta+J2/ml toprak oldugu
bildirilmis olup (Di Vito ve ark., 1988) calismada kok-
ur nematodu ile bulasik bulunan bahgelerdeki
popilasyon seviyeleri bu yogunlugun tizerinde oldugu
belirlenmigtir.

SONUC ve ONERILER

Turkiye’de kivi tretimi son yillarda basta Yalova
yoresi ve Karadeniz Bolgesinde olmak tizere hizla
artarak yayginlagsmaktadir. Bugline kadar yapilan az
sayidaki calismada da gorilecegi tUzere kivi
yetistiriciliginde o6nemli diizeyde ekonomik zarara
neden olan kék-ur nematodlarinin kivi bahgelerindeki

yayginliginin  arttigt  ve popiilasyon seviyesinin
ekonomik zarar seviyesinin Uzerinde oldugu
belirlenmigtir. Bugiine kadar kivide kok-ur

nematodlarina dayanikli anac¢larin tespitiyle ilgili bir
bilgi bulunmamaktadir. Cabrera ve El-Borai (2018)
tarafindan ethoprophos ve fenamiphos aktif maddeli
nematisitlerin kabul edilebilir seviyede kontrol
sagladigi Dbildirilmekle beraber Turkiye'de kivide
ruhsatli nematisit bulunmamaktadir (Anonim, 2020).
Hali hazirda tesis edilmis ve Meloidogyne spp. ile
bulasik olan bahcelerde koék-ur nematodlarinin
konukgusu olan Ortici bitkilerin kullanimindan
kagimilmasi ve sulama sikliginin attirilmasi tavsiye
edilmektedir (McKenry, 2016). Ayrica bazi organik
giibrelerin, mal¢glamanin ve Dbiyolojik  kontrol
ajanlarmin kullaniminin kék-ur nematodunun kivi
agaclarinda meydana getirdigi zarari1 kontrol
edebildigine dair baz1 ¢aligmalar bulunmaktadir
(Verdejo ve ark., 1990; Cayrol ve ark., 1991; Gonzalez,
1993; Maccari ve ark., 1993). Sonuc olarak giiniimiiz
sartlarinda kivide kok-ur nematodu zararini azaltacak
micadele araci1 yok denenecek kadar az olup yapilacak
toprak analizleriyle kok-ur nematodu agisindan temiz
oldugu bilinen alanlarda yeni bahgelerin tesis
edilmesi, bu alanlarda sertifikal fidanlar kullanilmas:
ve disaridan olusabilecek yeni bulagmalarin
engellenmesi acgisindan azami dikkat gosterilmesi
biylk 6nem tasimaktadir.

TESEKKUR

Bu c¢alisma Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar
Genel Mudiriliginin TAGEM-BS-13/08-09/01-22
(4) nolu projesi tarafindan desteklenmistir.
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