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MUZ ALANLARINDA KOK UR NEMATODLARI (Meloidogyne
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Ozet: Muz, tropik ve subtropik iklime sahip mikro klima alanlarinda yetisen bir meyve olup iilkemizde ekonomik
olarak Akdeniz Bolgesi'nde yetistiriciligi yaygin olarak yapilmaktadir. Muz bitkisinin en 6énemli zararlilarindan
biri de bitki paraziti nematodlardir. Muz alanlarinda spiral nematodu (Helicotylenchus multicinctus) ve Kok ur
nematodlar1 (Meloidogyne incognita ve M. javanica’ Meloidogyne spp.) ekonomik olarak zarar yaptig1 ve yaygin olarak
karisik popiilasyon olarak bulunduklar bilinmektedir. Survey ¢alismasinda Kok ur nematodu ile infekteli muz
koklerinden nematodlar elde edilmistir. Nematodlar domates fidelerine inokulasyonlar1 yapilmistir. Domates
koklerinden nematodun yumurta kiimeleri toplarak Qiagen'nin DNA izalasyon kiti kullanilmigtir. 194/195
primerleri ile per yapilarak tiirlere bakilmistir. Daha sonra tiire spesifik primerler (Far/Rar, Fjav/Rjav, INC-K14F-
INCK14R) ile PCR yapilmigtir. Kok ur nematodlarinda kullanilan genel primer 194/195 primeri olup tropikal
tlirlerde (M. arenaria, M. incognita, M. javanica) 720 bp de bant olusturmustur. M. javanica igin spesifik primer olup
670 bp de, M. incognita i¢in ise 399 bp de bant olusturdugu saptanmistir. M. javanica’nin M. incognita’dan daha
yaygin oldugu saptanmuistir.

Anahtar Kelimeler: Muz, kok ur nematodu, teghis

DIAGNOSIS of ROOT KNOT NEMATODES (Meloidogyne spp.) in
BANANA FIELDS

Abstract: Banana is a fruit that grows in tropical and subtropical climate microclimate areas and cultivation is being
done in the Mediterranean region in our country. One of the most important pests of the banana plant is plant
parasitic nematodes. Spiral nematode (Helicotylenchus multicinctus) and root nematodes (Meloidogyne spp.) are
known to cause economic damage in banana areas. Spiral nematode and root knot nematode in banana areas are
found as a mixed population. However, it is known that H. multicinctus has high population level in banana areas
than Meloidogyne incognita and M. javanica. In the survey, nematodes were obtained from the infected roots of
banana by root knot nematode. Nematodes were inoculated onto tomato seedlings. The DNA isolation kit of Qiagen
was used for DNA isolation from collected egg clusters of the nematodes on the roots of tomatoes. 194/195 primers
were used to look at the species. Subsequently, species-specific primers (Far / Rar, Fjav / Rjav, INC-K14F-INCK14R)
were used for PCR study. The primary primer used in root knot nematodes was 194/195 primer and formed a band
at 720 bp in tropical species (M. arenaria, M. incognita, M. javanica). The specific primer for M. javanica was found to
form bands at 670 bp and M. incognita at 399 bp. M. javanica was found to be more prevalent than M. incognita.
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GIRIS
Muz diinyada tropikal ve subtropikal iklim boélgelerinde biiyiik bir ekonomik Oneme sahiptir.
Ulkemizde Anamur, Bozyazi, Gazipasa, Alanya, Silifke, Erdemli, Iskenderun cevresinde, yogun olarak
Toros daglarmin korudugu mikro klimalarda muz {iretimi yapilmaktadir. Muz alanlarinda bitki
paraziti nematodlar ekonomik olarak iiriin kayiplarina neden olmaktadirlar. Yapilan bir¢ok ¢alismada
onemli bitki paraziti nematodlarindan oyucu nematod (Radopholus similis (Cobb, 1893) Thorne, 1949,
(Tylenchida: Pratylenchidae); spiral nematodu (Helicotylenchus multicinctus Cobb, 1893 tylenchida:
Hoplolaimidae); lezyon nematodu (Pratylenchus spp.) ve Kok ur nematodunun (Meloidogyne spp.) muz
alanlarinda ekonomik olarak zarar yaptig1 bildirilmistir (Mant and Hinai 1996, Brooks 2004, Chavez
and Araya 2010). Ulkemizde muz alanlarinda yapilan ¢alismalarda H. multicinctus, H. dihystera (Cobb,
1893), M. incognita (Kofoid & White, 1919) ve M. javanica (Treub, 1885) tespit edilmistir (Elek¢ioglu ve
Uygun 1994, Ozarslandan ve Elekcioglu 2010). Mersin’in Bozyazi ilgesindeki muz seralarinda H.
multicinctus'un, Meloidogyne incognita ve M. javanica’ dan daha fazla populasyona sahip oldugu tespit
edilmistir (Elekcioglu ve ark., 2014; Ozarslandan ve Dincer, 2015). Nematodlar muz bitkisinin kok ve
dokularina saldirarak bitkinin kok fonksiyonlarini bozmak suretiyle su ve besin alimim
engellemektedirler. Dolayisiyla, bitkide bodurluk, gévdede incelme, yapraklarda sarilik, yaprak sayisi
ve biiyiikliigiinde azalma, geg ¢iceklenme, {iriin dongiisiinde uzama, hevenk agirliginda azalma, meyve
iriligi ve agirhiginin diismesine neden olarak 6nemli verim kayiplaria yol agarlar (Fogain ve Gowen
1997, Araya ve ark., 1999). Koklerin topraga tutunmas: azaldigindan meyve doéneminde veya sert
riizgarlar ile agirlasan muz agaclarinin devrildigi bildirilmistir (Whitehead 1998). Diinya ¢apinda muz
yetistirilen alanlarda yapilan ¢alismalarda nematodlardan dolay1 olusan iiriin kaybinin ortalama %19,7
oldugu (Sasser ve Freckman 1987), bu kayip oranlarmmun Filipinler’ de %14,3-60,5 (Davide 1994),
Meksika Porto Riko’da %50 (Roman 1986), Giiney Afrika’da %75-80 (Sarah 1989) civarinda oldugu
tespit edilmistir. Davide (1995), oyucu ve spiral nematodlarin diinya ¢capinda muz yetistirilen alanlarda
problem oldugunu, Kosta Rika ve Panama’da %30-50, Afrika’da %40, Hindistan’da %30-60 oraninda
iiriin kaybina neden oldugunu saptamistir. Tamil Nadu bolgesinde 6nemli muz yetistirme alanlarinda
yliriitiilen ¢alismalarda %30-60 oraninda verim kaybina neden olan nematodlarin kék ur nematodu,
kok oyucu nematodu ve spiral nematodu oldugu tespit edilmistir (Jonathan 1994). Bu ¢alismada muz
alanlarindan elde edilen Kok ur nematodlarinin klasik ve molekiiler olarak teshis yapilarak tiirlerin

belirlenmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve YONTEM
Surveylerde alinan toprak ve kok orneklerinden kok ur enmatodlarimni elde etmek icin hassas domates
cesitlerine verildi. Inokulasyondan 60 giin sonra koklerden yumurta paketleri toplandi. Yumurta
paketleri suda bekletilerek larvalar elde edildi. Nematodlar Hooper, 1986’ya gore fikse edilmis olup,
fikse edilen nematodlar Seinhorst (1959) yontemine gore saf gliserin igerisine alinmistir. Saf gliserin
igerisine alinan nematodlar cinslerine gore ayrilarak, balmumu-ytiziik (wax-ring) yontemiyle 6nceden
hazirlanmis olan lam tizerine alinmis daha sonra lamel ile 1sitic1 tizerinde sabitlegtirilmis ve tiir teghisleri

yapilmistir (Hooper, 1986).

Morfolojik teshis. Nematode teshisi mikroskop altinda Meloidogyne spp.’nin karekteristik 6zelligine
bakilarak karar verilmistir. Kok ur neatodunun perinial kesiti, larva 6zelliklerine (Larva uzunlugu,
larvanin hyalin uzunlugu, kuyruk uzunlugu, Dorsal 6safagus gland bezi agiklig1 ile stilet tokmakgig:
arasindaki uzaklik (DGO) gibi 6zelliklerine bakilmistir (Siddiqi, 2000).
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Molekiiler Teshis .DNA izolasyonu koklerden elde edilen 10-15 yumurta kiimesinden yapilmistir.
Karisik popiilasyonun olup olmadig: belirlemek i¢in fazla yumurta kiimesi kullanilmistir. Qiagen'nin
DNAeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN, 69504) protokoliine gére DNA izalasyonu yapilmustir.

Akdeniz Bolgesinde muz alanlarinda alman o6rneklerde Kok ur nematodlarinin molekiiler teshis
calismalar1 yiritilmistiir. 194 TTAACTTGCCAGATCGGACG 55-185 ribosome region195
TCTAATGAGCCGTACGC  Blok et a4l (1997), M. arenaria-specific =~ SCAR  Far
TCGGCGATAGAGGTAAATGAC, Rar TCGGCGATAGACACTACAAACT Zijlstra et al. (2000). M.
javanica-specific SCAR Fjav GGTGCGCGATTGAACTGAGC, Rjav
CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC Zijlstra et al. (2000). IMV1 GGATGGCGTGCTTTCAAC M. hapla-
, M. chitwoodi- ve JMV2 TTTCCCCTTATGATGTITACCC M. fallax-specific IGS-SCAR JMV hapla
AAAAATCCCCTCGAAAAATCCACC Wishart et al. (2002). M. incognita-specific SCAR Inc-K14-F
GGGATGTGTAAATGCTCCTG Inc-K14-R CCCGCTACACCCTCAACTTC Randig et al. (2002)

PCR dongiisii 94 °C de 3 da, 94 °C de 30 sn, 50 °C(194/195 primerleri), 61 °C(Far/Rar), 64 °C(Fjav/Rjav),
50 °*C(JMV primerleri), de 30 sn, 72 °C de 120 sn ve PCR 35 dongii, son olarak 72 °C 7 da siire olacak
sekilde gerceklestirmistir. INC-K14F-INCK14R primer ¢ifti i¢in baslangicta 95 °C 5 dk, 94 °C 30 sn, 58°C
45 sn, 70 °C 1dk 30 dongii ve sonunda?72 °C 8 dk olarak tamamlanmaistir. (Adam ve ark., 2007).

SONUC ve TARTISMA

Bu calismada muz alanlarindan elde edilen nematodun analizi sonucu M. javanica ve M. incognita
oldugu saptanmustir (Sekil 1; Sekil 2). M. javanica ve M. incognita’nin morfolojik 6zelligi ile ilgili daha
once yapilmis calismalar ile paralellik gosterdigi belirlenmistir (Siddiqi, 2000).

Survey ¢alismalarinda muz alanlarinda H. multicinctus, M. javanica ve M.incognita yaygin olarak tespit
edilmistir. Molekiiler calismalarda her ne kadar M. javanica, M. incognita’dan fazla tespit edilse de
mikroskop sayimlarinda da larva olarak M. javanica larvalar: baskin olup M. incognita larvalarina da
rastlanmis karisik popiilasyon olarak tespit edilmistir. Fakat hemen hemen biitiin seralarda karigik
populasyon olmalarina ragmen molekiiler ¢alismalarda ¢ok az sayida serada karisik olarak tespit

edilmistir.
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Sekil 1. M. javanica larvasi (a, b) ve M. incognita larvasi (c, d)

"

Sekil 2. Meloidogyne javanica (a) ve Meloidogyne incognita (b) perineal kesitleri

Molekiiler Teshis

Kok ur nematodlarinda kullanilan genel primer 194/195 primeri olup Tropikal tiirlerde (M. arenaria, M.
incognita, M. javanica) 720 bp de bant olusturmaktadir(Sekil 3). Diger tiirlerde farkli yerlerde bant
olusturmaktadir. Adam vd., (2007). Yaptiklar1 calisamda da Kok ur nematodlari i¢in (M. arenaria, M.
incognita, M. javanica) 720 bp de bant olusturdugunu saptamislardir. Bizim bulgularimiz onceki

arastirma sonucu ile uyumluluk gostermistir.
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Sekil 3. Kok ur nematodlarini i¢in 194/195 genel primer olup tropikal tiirlerde 720 bp de bant olusturdu.
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Meloidogyne incognita’nin molekiiler tanimlanmasinda, Inc-K14F ve Inc-K14R primerleri kullanilmistir.
Bu primerlerin, pozitif olan Orneklerde yaklasik 400 bp uzunlukta DNA bandi olusturduklar:
saptanmistir (Sekil 4). Randig vd., (2002). Inc-K14F ve Inc-K14R primerleri kullanarak dort farkli M.
incognita popiilasyonunda yaklagik 400 bp DNA bandin elde etmislerdir. Bir baska ¢alismada da
Devran ve Sogiit (2009). 60 farkli1 M. incognita popiilasyonu {izerinde yapilan ¢alismada beklenen DNA

bandin elde etmislerdir. Bizim bulgularimiz 6nceki aragtirma sonuglariyla uyumluluk géstermistir.

.-

Sekil 5. M. javanica icin spesifik primer olup 670 bp de bant olusturdu.

Meloidogyne javanica’nin molekiiler teshisinde Fjav ve Rjav primerleri kullanilmistir. Bu primerlerin,
pozitif olan Orneklerde yaklasik 670 bp’da bant olusturduklar: saptanmistir (Sekil 5). Fjav ve Rjav
primerleri kullanilarak yapilan molekiiler calismalarda M. javanica’ya ait popiilasyonlarda 670 baz
DNA band1 elde edilmistir (Zijlstra vd., 2000; Tzortzakakis vd., 2005). Bat1 Akdeniz Bélgesi'nde Kok-ur
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nematodu tiirlerinin molekiiler tanimlanmalar1 amaciyla yiiriitiilen calismada M. javanica’ ya ait 28
popiilasyonun tamaminda beklenen 670 bp DNA bandini elde etmislerdir (Devran ve Sogiit, 2009).

Bizim sonuglarimiz 6nceki arastirma sonuglariyla benzerlik gostermistir
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