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OZET

CELTIK BEYAZ UC NEMATODU, Aphelenchoides besseyi Christie, 1942
(Aphelenchida:Aphelenchoididae)> NUN REAL-TIME PCR iLE TANISI VE
CELTIK TOHUMLARININ BULASMA DURUMUNUN NiCEL ANALIZi

Elvan SERT CELIK
Doktora Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Ziibeyir DEVRAN
Agustos 2019; 57 sayfa

Celtik, diinya niifusunun %50’den fazlas1 i¢in ozellikle de gelismekte olan
tilkelerin temel besin kaynagidir. Celtik beyaz u¢ nematodu, Aphelenchoides besseyi
Christie, 1942 celtikte ekonomik diizeyde verim kaybina neden olmaktadir. European
Plant Protection Organization (EPPO/OEPP)’a gore, A. besseyi 1981 yilindan beri
karantina listesinde bulunmaktadir. Aphelenchoides besseyi tohum kaynakli bir nematod
oldugu i¢in bulasik olmayan ¢eltik alanlarina hizla yayilmaktadir. Bu nedenle A.
besseyi’nin hizli ve dogru tanimlanmasi nematodun kontrolii ve miicadelesi igin
gereklidir.

Bu caligmada, A. besseyinin small subunit rDNA bélgesi kullanilarak bir
TagMan prob gelistirilmis ve molekiiler tanimlamasi yapilmistir. Gelistirilen TagMan
probu tiim A. besseyi popiilasyonlarinda amplifikasyon egrisi ve esik dongiisii (Ct
degeri) degerleri vermis, diger Aphelenchoides spp. ve diger bitki paraziti
nematodlarinda beklendigi gibi amplifikasyon egrisi olusturmamustir.

TagMan probu ile A. besseyi nin genomik DNA’sinin seri diliisyonlar1 sonucu
0.0005 pg DNA miktarina ve plazmid DNA’sinm ise seri dilusyonlar1 sonucu 9.3X10?
gen kopya sayisina kadar belirlenebilmistir. Aphelenchoides besseyi’nin tiim yasam
doénemleri ve DNA izolasyonu yapilmadan A. besseyi bireyleri TagMan probu ile tespit
edilmistir. Bulasik geltik dokularindan A. besseyi, TagMan probu ile basarili bir sekilde
tespit edilmistir. Ayrica real-time PCR yontemiyle, bulasik ¢eltik tohumlarinda ve
kavuzlarinda bulunan A. besseyi sayisinin tahmin edilebilecegi bir skala gelistirilmistir.
Sonuglar, real-time PCR ile A. besseyi nin hizli ve dogru sekilde tanimlanabilecegini ve
nicel analizinin yapilabilecegini gostermistir. Bulgular tohum sertifikasyonunda,
karantina uygulamalarinda ve 1slah caligmalarinda kullanilabilecektir.
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ABSTRACT

DETECTION AND QUANTIFICATION OF RICE WHITE TIP NEMATODE,
Aphelenchoides besseyi Christie, 1942 (Aphelenchida:Aphelenchoididae) FROM
RICE

Elvan SERT CELIK
PhD Thesis in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Ziibeyir DEVRAN
August 2019; 57 pages

Rice is essential food source for more than %50 of world population, particulary
for developing countries. Rice white tip nematode, Aphelenchoides besseyi Christie,
1942 causes economically yield losses in rice. Aphelenchoides besseyi has been on the
quarantine list since 1981, according to the European Plant Protection Organization
(EPPO/OEPP). Since rice white tip nematode is a seed-borne pathogens, it spreads
rapidly by means of infected seeds. Therefore, rapid and accurate identification of A.
bessseyi is necessary for effective control of nematode.

In this study, a TagMan probe assay based on small subunit rDNA region of A.
besseyi was developed to identify A. besseyi. As a result, all A. besseyi populations
showed an amplication curve and Ct values as expected using the TagMan but the probe
did not show any amplication curve from other related Aphelenchoides spp. species and
plant-parasitic nematodes.

Dilutions series of genomic DNA obtained from one A. besseyi juvenil was
detected until 0.0005 pg genomic DNA and low detection limit of plasmid DNA was
until 9.3X10* gene copies. All developmental stages of A. besseyi were detected using
TagMan probe. In addition, The TagMan assay was directly identified alive A. besseyi
without DNA isolation and infected rice tissues. We developed a scala for estimate of A.
besseyi quality in rice seed and paddy using real-time PCR assay. Results showed rapid
and accurate identification and quantification of A. besseyi. Findings can be used for
seed certification and quarantine approaches.

KEYWORDS: Aphelenchoides besseyi, rice, Real-time PCR
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ONSOZ

Piring, besin kaynagi1 acisindan bugdaydan sonra ikinci sirada yer alan en 6nemli
tahildir. Celtik beyaz ug¢ nematodu, Aphelenchoides besseyi Christie, 1942, 6nemli
karantina organizmalarindan biridir ve celtiklerde 6nemli zararlara neden olmaktadir.
Aphelenchoides besseyi tohumla taginan bir patojen oldugu igin bulasik olmayan geltik
alanlarina hizla yayilmaktadir. Bu nedenle A. besseyi’nin hizli ve dogru tanimlanmasi
nematodun kontrolu igin gereklidir. Bu ¢alismada, A. besseyi'nin small subunit rDNA
bolgesini kullanilarak bu nematoda iyi TagMan prob gelistirmek ve bulasik ¢eltik
tohumunda A. besseyi miktarini real-time PCR yontemiyle hizli, hassas ve giivenilir
sekilde belirlemek amaclanmistir.

Bu tez kapsaminda bana calisma firsatt veren, calisma igin gerekli tiim
olanaklar1 saglayan, maddi ve manevi olarak destegini hi¢bir zaman esirgemeyen
danigsman hocam Prof. Dr. Ziibeyir DEVRAN’a,

Trakya bolgesinden celtik 6rneklerinin toplanmasinda bana yardime1 olan Dog.
Dr. Adnan TULEK’e (Trakya Tarmmsal Arastirma Enstitiisii, Edirne), diger
Aphelenchoides tiirlerini géndererek ¢aligmama yardimci olan Dr. Gerrit KARSSEN
(National Plant Protection Organization, Wageningen Nematode Collection,
Netherlands)’e,

Doktora ¢aligmam siiresince real-time PCR’mn optimizasyonunda ve klonlama
calismalarinda bana yardimci olan Metin CEYLAN ve Bahtiyar YILMAZ’a,

Tez ¢alismam boyunca bana yardimlarini esirgemeyen bolimimiiz Nematoloji
Zir. Yiiksek Miih. Tevfik OZALP’a, Zir. Yiiksek Miih. Serap OCAL’a ve Zir. Yiiksek
Miih. Ibrahim MISTANOGLU na,

Hayatimin her agsamasinda maddi ve manevi desteklerini hissettigim, sevgili
esim Nihat CELIK’e ve biricik kizim Bade Nur CELIK’e, kiymetli annem Cennet
SERT, babam Haci Hasan SERT ve kardeslerim Emine SUVARI ve Emre SERT e
tesekkiirii bir borg bilirim.
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AKADEMIK BEYAN

Doktora Tezi olarak sundugum “Celtik Beyaz Ug Nematodu, Aphelenchoides
besseyi Christie, 1942 (Aphelenchida: Aphelenchoididae)’nun Real-Time PCR ile
Tanisi ve Celtik Tohumlarinin Bulasma Durumunun Nicel Analizi” adli bu ¢aligmanin,
akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigimi belirtir, bu tez
¢alismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagin1 gésterdigimi beyan ederim.
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1. GIRIS

Celtik, Bugdaygiller (Poaceae) familyasinda Oryza cinsine ait olup cografik
olarak ~2° Giiney- 40° Kuzey enlem araliklarinda yetisebilen bir bitkidir (Xiongs 2011).
Oryza cinsine ait 2’si kiiltiir (Oryza sativa L. ve Oryza glaberrima Steud.) ve 21’i
yabani olmak tizere toplam 23 adet tiirii bulunmaktadir (Jena 2010). Kiiltiirii olan iki tiir
2n=24 kromozomlu kendine doéllenen diploid bir bitki iken yabaniler ise hem diploid
(2n=24) hem de tetraploidtir (2n=48) (Poehlman 1987). Oryza glaberrima’nin anavatani
Nijer nehrinin deltasidir. Oryza sativa’nin anavatani ise Giiney Asya’daki Himalaya
etekleri ve giineydogu Cin’dir (Portéres 1956; Chang 1976).

Oryza sativa’nin  morfolojik ve fizyolojik karakterleri ile cografik
adaptasyonundaki farkliliklarina gore indica (tropikal), japonica (iliman) ve javanica
(intermediet) gibi ii¢ ekotipi adlandirilmistir (Glaszman ve Arraudeau 1986). Indica tipi,
uzun boylu, zayif sapli, ¢ok kardeslenen, kavuzlari kisa ve sik tiylli, fotoperiyoda
duyarli, kolay dane doken ve piring daneleri pistiginde bigimini korumaktadir.
Hindistan, Srilanka, Tayland, Malezya ve kuzey doguya dogru orta Cin’de yogun olarak
yetistirilmektedir. Japonica tipi, kisa-genis ve uzun seyrek tiiylii dane, dane dokmeye
daha dayanikli, daha az kardeslenmeye sahip, ¢ok yaprakli, fotoperyoda duyarsiz ve
daha diisiik amilaz iceriginden dolay1 dane pistiginde lapalasmaktadir. Kore, Japonya,
Giineydogu Asya’dan kuzeydogu Cin’e kadar yayilim gostermektedir. Ayrica, Avrupa,
Kaliforniya ve yiiksek rakima sahip bolgelerde de yetistirilebilmektedir. Javanica tipi
ise uzun boylu, kalin sapli, az kardeslenen, dane dokmeye dayanikli, genis tiiysiiz dane,
fotoperyoda hassas ve dane pistiginde seklini korumaktadir. Endonezya, Filipinler,
Tayvan ve Japonya’da yayilim gostermektedir (Feng vd. 2017; OECD 1999; Zhu vd.
2004).

Celtigin besin madde igeriginde, protein, karbonhidrat, fosfor, demir, kalsiyum,
sodyum, potasyum, Bl (Thiamine), B2 (Riboflavin), B3 (Nikotinik asit) ve E
(Tocopherol) vitaminleri bulunmaktadir (Juliano 1985). Celtik, tahillar arasinda en
yiiksek enerji ve hazmedilebilir protein igerigiyle diinya niifusunun beslenmesinde
temel gida maddesi olarak adlandirilmaktadir (Verma ve Shukla 2011).

Diinyada piring tiiketimi, yillik kisi basina 50 kg’dan 60 kg’a kadar yiikselmis
olup, 2030 yilina kadar, artmakta olan diinya niifusunun gida ihtiyaglarin1 karsilamak
icin mevcut iretilenden %40 daha fazla piring iiretilmesine ihtiya¢ duyulacagi tahmin
edilmektedir (Khush 2005; IRRI 2017). Bu artan talebi karsilayabilmek igin {iretim ve
verim potansiyelinin arttirllmasi gerekmektedir.

Diinyada celtik {iretimi yaklasik 740.961.445 tondur. En c¢ok {iretim yapan ilk ii¢
tilke sirasiyla Cin (211.090.813 ton), Hindistan (158.756.871ton) ve Endonezya
(77.297.509) dir. Tiirkiye ise 920.000 ton ile 30. sirada yer almaktadir (FAO 2016).
Ulkemizde, Marmara ve Karadeniz bolgeleri geltik iiretiminde énemli rol oynamaktadir.

Celtik iiretiminde verimi sinirlandiran en énemli faktorlerin basinda hastalik ve
zararhlar bulunmaktadir (Mev vd. 1993; Bridge vd. 1990). Celtikte zarar yapan
nematodlar Ditylenchus angustus, Heterodera oryzicola, Hirschmanniella spp.,
Meloidogyne graminicola’dir (Bridge vd. 1990; Khuong 1987; Prasad 1987).
Aphelenchoides besseyi Christie, 1942, celtikte 6nemli derecede ekonomik kayiplara
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neden olup, ABD’de %40-50, Hindistan’da %20-60, Japonya’da %14.5-46.7, Rusya’da
%41-71, Tayvan’da %29-46, ve Tirkiye’de %5.4-57.9 verim kaybina neden oldugu
bildirilmistir (Atkins ve Todd 1959; Huang 1959; Nishizawa ve Yamamoto 1951,
Tikhonova 1966; Rao vd. 1985; Tiilek vd. 2014). Aphelenchoides besseyi’ye karsi
yapilacak miicadelede Oncelikle nematodun hizli ve dogru bir sekilde tanimlanmasi
onemlidir. Nematodlarin tanimlanmasinda da ¢ogunlukla morfolojik ve morfometrik
karakterler incelenerek yapilmaktadir. Aphelenchoides tiirleri de cogunlukla morfolojik
olarak 1s1k mikroskobu yardimiyla tanimlanmaktadir. Fakat Aphelenchoides tiirlerinin
morfolojik karakterleri birbirlerine ¢ok benzediginden A. besseyi’nin teshisinde
zorlanilmaktadir. Ayrica, morfolojik teshis yogun emek ve zaman gerektirmekte ve
uzmanlagmis taksonomistlere de ihtiya¢ duyulmaktadir. Giiniimiizde bu zorluklari
asmak i¢in biyokimyasal ve PCR’a bagl yontemler kullanilmaktadir (Powers vd. 1997).

Ibrahim vd. (1994), ilk kez SDS-PAGE elektroforezi kullanarak, A. besseyi’nin
farkli bolgeden elde edilen ti¢ farkli popiilasyonunun, diger Aphelenchoides tiirlerinin
ve Ditylenchus angustus’un esteraz enzim deseninin stabil ve karakteristik olup-
olmadig1 lizerine yiiriitiilen ¢aligmada, her bir tiir i¢in esteraz enziminin karakteristik
oldugu, A. besseyi’nin ii¢ popiilasyonunda benzer bant olusturdugunu fakat iki
popiilasyonunda ekstra zayif bir bant olusturdugunu tespit etmislerdir. Daha sonra
Ibrahim vd. (1994), PCR ile Aphelenchoides tiirlerinin ve D. angustus’un rDNA’larmin
bir bolgesini ¢ogaltmiglar ve 6 adet kesim enzimi kullanarak A. besseyi haricinde diger
Aphelenchoides tiirlerini basarili bir sekilde tanimlamiglardir. Devran vd. (2017), A.
besseyi’nin SSU rDNA (small subunit rDNA) boélgesinden gelistirdikleri tiire 6zgii
primerler ile nematodu tohumdan elde etmeden dogrudan olarak bulasik tohum, kavuz
ve celtikten tanimlamiglardir. Sanchez-Monge vd. (2017), mtCOI bdlgesinden
tasarladiklar1 primerler ile dort 6nemli Aphelenchoides tiiriinii tanimlayip, filogenetik
haritasini olusturmuslardir.

Geleneksel PCR, morfolojik analizlere gore bir¢cok avantajlara sahiptir. Buna
karsin kontaminasyon riskinin yiiksek olmasi, zaman almasi ve nicel analizinin
yapilamamas1 gibi dezevantajlar1 bulunmaktadir. Bundan dolayr son yillarda
gelistirilmis olan real-time PCR ile bu sorunlar ortadan kaldirilabilmektedir. Real-time
PCR, tek bir tiiplin iginde DNA’nin amplifikasyonu gergeklesirken es zamanda artis
gosteren floresan sinyalin dl¢iilmesiyle nicel analiz yapilabilen PCR yontemidir. Real-
time PCR ile, Globodera pallida Stone, 1973 (Tylenchida: Heteroderidae) ve
Globodera rostochiensis (Wollenweber, 1923) Skarbilovich, 1959 (Tylenchida:
Heteroderidae) (Toyoto vd. 2008), Meloidogyne spp. (Zhao vd. 2010; Sapkota vd.
2016), Rotylenchus reniformis Linford & Oliveira, 1940 (Tylenchida: Hoplolaimidae)
(Sayler vd. 2012), Anguina spp. (Li vd. 2015), Bursaphelenchus xylophilus (Steiner &
Buhrer, 1934) Nickle, 1970 (Aphelenchida: Parasitaphelenchidae) (Huang vd. 2010; Ye
ve Giblin-Davis 2013) gibi onemli bitki parazit nematodlarin tanimlanmast ve nicel
analizi yapilmistir. Rybarczyk-Mydlowska vd. (2012), SybrGreen floresan boyasini
kullanarak A. besseyi, A. fragaria (Ritzema Bos, 1890) Christie, 1932 (Aphelenchida:
Aphelenchoididae), A. ritzemabosi (Schwartz, 1911) Steiner & Buhrer, 1932
(Aphelenchida: Aphelenchoididae), A. subtenuis (Cobb, 1926) Steiner & Buhrer, 1932
(Aphelenchida: Aphelenchoididae)’u real-time PCR ile tanimlamiglar ve filogenetik
analizini yapmuslardir. SybrGreen floresan boyasi sadece ¢ift sarmal DNA’ya
baglanmakta, yeni sentezlenen DNA miktar1 arttikga floresan sinyalde de artis
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gozlemlenmektedir. Ayrica SybrGreen hedef olmayan primer-dimer yapilara da
baglandigindan hedef DNA’ya spesifik olmayabilmektedir. Boylelikle, hedef DNA
disinda diger PCR iiriinlerinin de Ol¢limii gerceklesebilmektedir. Bu nedenle PCR
trlinliniin dogrulugunu kanitlayabilmek i¢in erime egrisi (melting curve) analizine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu olumsuzluklari gidermek i¢in real-time PCR calismalarinda;
daha spesifik, gilivenilir ve hizli sonu¢ veren hedef bolgeye 6zgii problarin (FRET,
TagMan, Scorpion vb.) kullanim1 tercih edilmektedir.

Buonicontro vd. (2018), LSU rDNA (large subunit rDNA) bolgesinden
tasarladiklart primerler ve TagMan probuyla yem bitkilerinde zarar yapan
Aphelenchoides fujianensis ve A. besseyi’yi real-time PCR ile tanimlamislardir. Fakat
LSU rDNA bélgesinden tasarladiklar1 A. fujianensis prob, A. fujianensis haricinde bir A.
besseyi populasyonunda gapraz reaksiyon gergeklestirdigini belirtmislerdir. Bu ¢apraz
reaksiyon sebebinin tasarlanan LSU rDNA boélgesinin varyasyonundan kaynaklandigini
belirtmislerdir.

Bu ¢alismada kapsaminda;

1. SSU rDNA bolgesinden tasarlanan A. besseyi’ye 6zgii primerlerin ve TagMan probun
spesifikliginin belirlenmesi,

a. Farkli A. besseyi popiilasyonlarinin DNA’s1 (192 adet),

b. Aphelenchoides besseyi’nin yakin ve uzak bitki parazit nematod tiirlerinin DNA’s1
real-time PCR’da testlenmesi,

c. Aphelenchoides besseyi’nin en az DNA miktariin belirlenmesi,

d. Aphelenchoides besseyi’nin farkli biyolojik dénemlerinin tespiti,

2. Dogal enfekteli ¢eltik parcalarindan A. besseyi’nin tespiti,

3. DNA izolasyonu yapilmaksizin dogrudan A. besseyi’nin belirlenmesi,
4. Aphelenchoides spp. karisiminin i¢cinden A. besseyi’nin tespiti,

5. Trakya’nin farkli boélgelerinden toplanan geltik ve kavuz orneklerinde A. besseyi
miktarinin (nicel analizinin) TagMan probu ile tespiti,

6. Aphelenchoides besseyi’nin 6lii/canli ayiriminin yapilmasi igin,
a. Propidium Mono Azide (PMA)

b. Reagent D’nin kullanilmasi amaglanmustir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2. 1. Aphelenchoides besseyi Hakkinda Genel Bilgiler
2.1.1. Aphelenchoides besseyi’nin tarihgesi

Japonya ve ABD’de A. besseyi ilk ortaya ¢iktiginda yapmis oldugu belirtilere
gore adlandirilmistir. Japonya’daki Kyushu (Kumamoto) Bolgesinde, A. besseyi’nin
yapmis oldugu belirtiler ilk kez Siyah tohum hastaligi (Black grain disease) olarak 1915
yilinda Kakuta tarafindan tespit edilmistir (Kakuta 1915). Nakano (1916) ayni hastaligi
cin darisinda (Italian millet) Kyushu Boélgesi’nde tespit etmistir. Yoshii (1946)’nin
Kyushu bolgesinde ¢eltikte ‘Heart blight’ olarak adlandirdigi nematodu, Yokoo (1948)
ise Aphelenchoides oryzae Yokoo, 1948 olarak detayli tanmimlamistir. Yoshii ve
Yamamoto (1950), Goto ve Fukatsu (1952, 1956), Fukano ve Yokoyama (1951),
Nishizawa (1953a, b) ve diger arastirmacilarin yapmis oldugu cesitli ¢alismalari
sayesinde A. besseyi hakkinda birgok bilgiye sahip olunmustur.

ABD’de ise ilk kez Todd ve Atkins tarafindan 1934 yilinda fark edilmis fakat
demir ve magnezyum eksikligi olarak tanimlanmiglardir. Cralley (1949), ise bu
belirtilerin nematod zarar1 oldugunu ve Japonya’daki nematoda benzedigini bildirmistir.
Allen (1952), ise A. oryzae Yokoo, 1948’1, Aphelenchoides besseyi Christie, 1942
olarak diizenlemistir. Fortuner ve Williams (1975), A. besseyi hakkinda detayli bir
derleme hazirlamislardir.

2.1.2. Aphelenchoides besseyi’nin taksonomisi ve morfolojisi

Aphelenchoides besseyi Aphelenchida takiminda, Aphelenchoididae {ist
familyasinda, Aphelenchoides cinsinde bulunmaktadir. Aphelenchoides cinsine ait
toplam 138 adet tiir tespit edilmis (Chanu vd. 2015). Bu tiirlerin iginde 10’u
Aphelenchoides arachidis Bos, 1977, Aphelenchoides bicaudatus (Imamura, 1931)
Filipjev & Schuurmans Stekhoven, 1941, Aphelenchoides blastophthorus Franklin,
1952, Aphelenchoides dalianensis Cheng, Hou & Lin, 2009, Aphelenchoides ensete
Swart, Bogale & Tiedt, 2000, Aphelenchoides nechaleos Hooper & Ibrahim, 1994,
Aphelenchoides paranechaleos Hooper & lIbrahim, 1994, Aphelenchoides saprophilus
Franklin, 1957, Aphelenchoides sphaerocephalus Goodey, 1953 ve Aphelenchoides
subtenuis tarimsal alanlarda sinirli sayida bulunurken, Aphelenchoides fragariae,
Aphelenchoides ritzemabosi ve A. besseyi ise yaygin olarak bulunmaktadir (Sanchez-
Monge vd. 2015). Ayrica A. besseyi diinyada en 6nemli ilk 10 bitki paraziti nematodu
arasinda da listelenmistir (Jones vd. 2013).

Aphelenchoides besseyi’nin erkek ve disi bireyleri iplik seklinde olup viicut
uzunlugu 0.57-0.88 mm, genisligi ise 14-22 um arasindadir. Stilet ise genellikle 10-
12um uzunlukta ve dudak bolgesi yuvarlak, hafif bogumludur ve boyundan biraz
genistir. Median oesophagal bulb oval ve lateral alan 4 ¢izgilidir. Bosaltim deligi,
genellikle sinir halkasinin 6n kenarina yakin bulunmaktadir. Kuyruk konik sekilli ve ug
kisminda 2-4 pargali ¢ikintt bulunmaktadir. Fiksasyonda erkek bireyin viicudun arka
ucu yaklasik 180 kivrilirken disi bireyin viicudu ventral olarak uzanmaktadir (Fortuner
1970) (Sekil 2.1).


http://nematode.unl.edu/aphelbic.htm

KAYNAK TARAMASI E. SERT CELIK

C.LH. Descriptions of

gh:"]t-l;:mf“c Nematodes A P H ELEN CH OIDES
& BESSEYI

208, A,C,E_-G,I_N

NIss =
g - g ote 22
A Ry R

\

e
- - A

Sekil 2. 1. Celtik beyaz u¢ nematodunun genel goriiniisii A. Disi, B. Diside bas, C.
Diside yiiz tarafin goriiniisii, D. Lateral (yan) alan, E&F. Diside yemek borusuna ait
median bulb ve sinir halkasiyla bosaltim acikliginin pozisyonu, G. Erkekte anterior
sonu, H. Diside yildiz (mucro) seklindeki kuyruk ucu goriniimii, I-K. Erkekte
kuyruk sonu, L-N. Vulva sonrasi dol yatagi uzantisi (Fortuner 1970)
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Amin (2002), Misir’da yapmis oldugu survey ¢alismasinda A. besseyi’yi tespit
etmistir. Daha sonra disi ve erkek bireylerin morfolojik 6zelliklerini ve morfometrik
Ol¢timlerinin dogrulugunu daha 6nceden kabul edilmis verilerle karsilastirmistir. Misir
popiilasyonun stilet ve spicule uzunlugunun, diger popiilasyonlara gore kisa oldugunu
bildirmistir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2. 1. Misir’da kaydedilen Aphelenchoides besseyi popiilasyonu ile Christie
(1942), Allen (1952) ve Fortuner (1970)’in kayit ettigi Aphelenchoides besseyi
popiilasyonunun karsilastirilmasi (Amin 2002)

Aphelenchoides besseyi
Allen

Olgiimler popli\i/{;ssl;onu Christie (1942) (1052) Fortuner (1970)
Disi (n) 25 10 20

L (mm) 0.54-0.77 0.66-0.75 0.62-0.88 0.57-0.84
Genigslik (u) 15-18 17-22 - -
Stylet uzunlugu(u) 8.5-13 - 10 10-12.5
A 36-51.2 32-42 38-58 39-53
B 9.7-12.7 10.2-11.4 9-12 9.2-13.1
Osofagus uzunlugu (1) 60-68 64-68 - -

b’ 4.7-6.3 - - 4.06-5.77
c’ 15.4-20.1 17-21 15-20 13.8-20.4
Kuyruk uzunlugu (p) 30-45 36-42 - -
%V 69.2-74.6 68-70 66-72 68.7-73.6
Erkek (n) 12 10 9
Uzunluk (mm) 0.52-0.66 0.54-0.64 - 0.53-0.61
Genislik (1) 15-18 14-17 - -
Stylet uzunlugu (u) 9-12 - - 10.0-12.5
A 33-41.6 36-39 36-47 40.7-46.9
B 8.98-10.6 8.6-8.8 - 8.87-10.7
Osofagus uzunlugu (p) 55-67 63-66.4 -

b’ 3.8-5.1 - - 3.57-4.91
c’ 15.5-22 15-17 14-19 16-20
Kuyruk uzunlugu (u) 30-39 34-37 - -
Spicule uzunlugu (1) 15-18 - 18-21

2.1.3. Aphelenchoides besseyi’nin biyolojisi ve belirtileri

Celtikte dormant halde 4. donem larva ve ergin olarak kiglayan A. besseyi,
tohumun ¢imlenmesiyle aktif hale geger. Bitkinin iist aksamina dogru hareket edip,
yapraklarda ve apikal meristemde ektoparazit olarak beslenmeye baslamaktadir (Yoshii
ve Yamamoto 1950; Goto ve Fukatsu 1952; Nandakumar vd. 1975). Qui vd. (1991) A.
besseyi’nin ¢eltik ekimi gergeklestikten sonra 3 yaprakli donemde bitkiyi istila ettigini
bildirmislerdir.

Goto ve Fukatsu (1952), bulasik celtikte A. besseyi’nin dagilis1 ve sayisi tizerine
yaptiklar1 ¢alismada; ¢cimlenmis tohumda ¢ok az nematodun kaldigini, fide doneminde
sasirtilmadan hemen once hi¢bir nematodun bulunmadigini, kardeslenme déneminde
olgunlasmamis saplarda ya da genc¢ yapraklarin kinlarinin i¢inde bulundugunu
gozlemlemiglerdir. Daha sonra bitki biiyiidiikge nematod sayisinin arttigini, bitkinin
kulakgiklart olustugunda nematodun kulakg¢iklarinda ve kavuzun disinda toplandigini ve
bazilarinin ¢igeklenmeden 6nce kavuzun iginde bulundugunu, gigeklenme doneminde
ise kavuzun disinda nematod sayisinin birden azalip kavuzun iginde arttigini ve
ciceklenmeden sonra da az sayida nematodun bayrak yaprakta kaldigini bildirmislerdir.
Todd ve Atkins (1958), ise A. besseyi cogunlukla kavuzun i¢ ylizeyinde nadiren
tohumda, ¢icekte ve geng yapraklarda bulundugunu bildirmislerdir. Aphelenchoides
besseyi gen¢ yapraklarda kardeslenme doneminde, kulakgiklarin olusmasindan sonra
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basakg¢iklarda ve basakciklar olgunlastifinda da c¢ogunlukla kavuzda bulunmaktadir
(Yoshii ve Yamamoto 1950). Celtik bitkisinin kardeslenme déneminde nematod sayinin
artmasiyla yapragm 3-5 cm’lik u¢ kismi acik saridan beyaza doniisiir ve bu A.
besseyi’nin en tipik Ozelligidir. Daha sonra beyaz u¢ zamanla kahverengilesir ve
pargalanir (Tamura ve Kegasawa 1959). Bulasik bitkiler ge¢ olgunlasir, salkimlar
kiiciiliir, basak¢ik sayisi azalir ve ¢imlenme potansiyeli diiser. Ayrica bulasik tim
bitkilerde belirti gézlemlenmeyebilir (Qu 1985). Yoshii ve Yamamoto (1950) bulasik
bitkilerin dortte {glniin  belirti  gostermedigini  bildirmistir. Bitki ¢igeklenme
doneminden Once basakciklar kinindayken nematodlar ¢icegin igine giris yapar ve
yumurtalikta, erkek organda, pulcukta ve embriyo’da endoparazit olarak beslenmesini
stirdiiriir (Huang ve Huang 1972). Olgunlasan danelerde nematodun hareketi yavaslar,
danenin nem igerigi %35 ve altina diistiigiinde nematodlarda kuyessens (quiescens) ya
da 6lim gozlemlenirken %27’nin altina diismesi durumunda dehidrasyon meydana gelir
(Huang ve Huang 1973). Aphelenchoides besseyi bulasik tohumlarda uzun siire canli
olarak yasayabilmektedir (Qu 1985). Hatta A. besseyi celtik tohumlarinda bir y1l kadar
canliligint siirdiirmekte ve 10°C’de su iginde 53 giin yasayabilmektedir (Qiu vd. 1991).
Cralley (1949), celtik hasatindan 8 ay sonra canli nematodlarin varligin1 bildirmistir.
Yoshii ve Yamamoto (1950) ii¢ yi1l depolanmis ¢eltik tohumlarinda canli nematodlarin
bulundugunu tespit etmistir. Ayrica, A. besseyi’nin geltik arazilerinde yayilmasinin
nedenini bulasik tohumlarin ve fidelerin kullanimindan kaynaklandigini bildirmistir.
Todd ve Atkins (1958), 23-24 ay canli kaldigini tespit etmislerdir. Yapilan bu
caligmalar sonucunda A. besseyi’nin en 6nemli inokulum kaynaginin bulasik celtik
tohumu oldugunu gostermektedir.

2.1.4. Aphelenchoides besseyi’nin beslenme sekli

Aphelenchoidoidea iist familyasindaki tiirler, fungus, bocek paraziti, predator ve
bitki paraziti olarak beslenmesine ragmen Aphelenchoides tiirlerinin ¢ogunlugu
fungusla ve predator olarak da beslendigi, 14 adet Aphelenchoides tiiriiniin ¢esitli bitki
tiirlerinde bitki paraziti oldugu bildirilmistir (Kanzaki ve Giblin-Davis 2012; Nickle
1970). Bu bitki parazit tiirleri iginde en yaygin bulunan Aphelenchoides tiirii ise A.
besseyi’dir. Aphelenchoides besseyi sadece bitkilerde bitki paraziti olmayip ayni
zamanda funguslarlada beslenebilmektedir (Fortuner ve Williams 1975) (Cizelge 2.2).
lyatomi ve Nishizawa (1954), A. besseyi’yi Alternaria citri, A. kikuchiana, A. brassicae,
Pyricularia oryzae, Cochliobolus miyabeanus, Nakataea sigmoidea (Magnaporthe
salvinii), Colletotrichum lagenarium ve Phytophthora sp. iizerinde ¢ogaltmislar ve
Altenaria tiirlerinde ¢ogalmanin daha iyi oldugunu tespit etmislerdir.
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Cizelge 2. 2. Celtik beyaz u¢ nematodunun konukgusu olan funguslar (Fortuner ve
Williams, 1975)

Fungus Ad1 Referans

Alternaria sp. Todd ve Atkins (1958)
Alternaria oleracea Milbrath Fortuner (1970)

Alternaria tenuis Nees Sudakova ve Stoyakov (1967)
Curvularia sp Todd and Atkins (1958)
Curvularia geniculata (Tr. & Earle) Boedijn Sudakova ve Chernyak (1967)
Fusarium solani (Mart) Sacc. Huang vd. (1972)

Fusarium sp. Todd ve Atkins (1958)
Fusarium oxysporum Snyder & Hansen Sudakova ve Stoyakov (1967)
Helminthosporium sp. Todd ve Atkins (1958)
Helminthosporium sativum Pam., King & Bakke Sudakova ve Chernyak (1967)
Nigrospora sp. Vuong Huu Hai ve Rabarijoela (1968)

Todd ve Atkins (1958), A. besseyi’yi yiizeyi steril olmus ¢eltiklerde yetistirmeye
calismuglar; fakat kiiltiir ortaminda Alternaria, Curvularia, Helminthosporium ve
Fusarium gibi funguslarin gelisimi gergeklestiginden, A. besseyi’nin ¢ogaltiminda
basarisiz olmuslardir. Fakat, Tiilek vd. (2009), A. besseyi’yi havug disk kiiltiirtinde kitle
cogaltiminin basarili bir sekilde gerceklestigini bildirmistir. Boylelikle bir petri kabinda
10.000 adet A. besseyi’nin dort ay gibi kisa siirede elde edilmesi sayesinde 1slah ve bitki
nematod iligkisi ¢alismalarinda gerekli nematod ihtiyacini bu yontem ile kolaylikla
saglanabilecegi belirtilmistir.

2.1.5. Aphelenchoides besseyi’nin ekonomik 6nemi

Aphelenchoides besseyi ile bulasik tohumluklarin kullanimi geltik verimini
onemli derecede etkileyerek ekonomik olarak zarara sebep olmaktadir. Japonya’da A.
besseyi’den kaynakli verim kaybinin 9%14.5-46.7 arasinda oldugu bildirilmistir
(Nishizawa ve Yamamoto 1951). Japonya’da hassas c¢esitlerde ise kaybin %60’a kadar
ciktig1 bildirilirken ABD’de hassas gesitlerde ise % 17.5, % 4.9 ve % 6.6 verim kayb1
bildirilmistir (Tamura ve Kegasawa 1959 ; Atkins ve Todd 1959). Cin’de, %57, %34 ve
%18 oranlarinda A. besseyi ile bulasma gozlemlendiginde meydana gelen verim
kayiplar1 sirasiyla % 44.9, % 34.7 ve % 24.2 oldugu bildirilmistir (Tsay vd. 1998).
Wang vd. (2003), yaptiklar1 ¢alismada Cin’de A. besseyi’den dolayr %10-30 verim
kayb1 oldugunu bildirmistir. Rusya’da % 80 oraninda A. besseyi ile bulasik tohumlar,
hassas cesitlerde % 54 verim kaybi meydana getirdigi belirtilmistir (Popova 1984).
Tiilek ve Cobanoglu (2011), Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nde yapmis oldugu
verim ¢aligmalarinda hassas Halilbey cesidinde verim kaybinin %57.9 oldugunu
saptamistir. Ayrica, beyaz ug belirtisi gosteren Halilbey ¢esidine ait salkimlardan alinan
100 adet tohum incelenmis ve ortalama 17.26 adet A. besseyi/tohum rapor edilmis olup
bir tohum bagina diisen nematod sayis1 1-70 arasinda degistigini bildirmislerdir.

Aphelenchoides besseyi’nin ¢eltik tohumlarinda bulagsma oranlar1 farkliliklar
gostermektedir. Tanzanya’da bulasik tohumda ortalama 68 adet A. besseyi rapor
edilmistir (Taylor vd. 1972). Banglades’te depolanmis celtik tohumlarindan, hasat
edilmis salkimlardan ve bitkinin vegetatif aksamlarindan toplanan 6rneklerin ¢ogunun
A. besseyi ile bulasik oldugunu, hassas ¢eside ait 100 adet tohumda 273- 1031 adet A.
besseyi bulundugunu (Rahman ve Miah, 1989), Brezilya’da ise tohumluk 6rneklerin



KAYNAK TARAMASI E. SERT CELIK

%70’1 A. besseyi ile bulasik olup, 100 adet tohumda 10-140 adet A. besseyi bulundugu
bildirilmistir (Huang vd. 1977). Misirlioglu ve Pehlivan (2000), 1997 ve 1998 yillarinda
Balikesir ve Canakkale illerinde ¢eltik yetistirilen alanlarda yapmis oldugu survey
calismas1 sonucu Balikesir’deki 8 kodyde 21 adet, Canakkale’de 10 koyde 48 adet
ornegin A. besseyi ile bulasik oldugunu tespit etmislerdir. Toplam o6rnekler iginde
bulagsma oran1 %11.75 olarak bildirilmis ve 10 gram tohumda 1-256 adet A. besseyi
oldugunu tespit etmisglerdir.

2.1.6. Aphelenchoides besseyi’nin konukgulari

Aphelenchoides besseyi’nin genis konukgu araligi oldugu bilinmektedir. Yoshii
ve Yamamoto (1950) Setaria viridis (L.) Beauv (Kirpi dari1)’in bulasik oldugunu,
Panicum sanguinale L. (Catal otu) ve Cyperus iria L.’nin ¢ok az bulasik oldugunu,
Echinochloa crus-galli (L.) Beauv (darican)’nin ise A. besseyi ile bulasik olmadigini
bildirmigtir. Hai ve Rabarijoela (1968), Cyperus polystachyus Rotth. ve Imperata
cylindrica Beauv’nin A. besseyi ile bulasik oldugu bildirmistir. Tiilek vd. (2014),
Echinocloa crus-galli (darican) ve Cyperus difformis L. (kizotu)’in A. besseyi’nin
konukgusu olup-olmadigini incelemisler ve daricanin A. besseyi’ye konukguluk
yaptigini, kizotunun ise yapmadigin1 bildirmislerdir. Aphelenchoides besseyi’ye karsi
miicadelede konukguluk yapan bitkilerin tespiti biiylik katki saglamaktadir. Fortuner ve
Williams (1975), A4. besseyi’nin konukgusu oldugu bitkilerin verilerini bir araya
toplayip bilim diinyasina sunmustur (Cizelge 2.3).
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Cizelge 2. 3. Celtik beyaz u¢ nematodunun konukcusu olan bitkiler ve tespit edildigi
iilkeler (Fortuner ve Williams 1975)

Bilimsel ismi Yaygin ismi Ulke Referans

Allium cepa L. Sogan Tayland Tim 1965

Boehinevia nivea Gaudich. Hasir Filipinler Fortuner 1970

Brassica pekinensis Lour Cin kabagi Filipinler Tim 1965
Chrysanthemum maximum Ram. Krizantem Hawai Sher 1954
Chrysantheinum morifolium Ram. Krizantem Hawai Sher 1954

Coleus blumei Benth. Hawai Sher 1954

Cyperus iria L. Japonya Yoshii & Yamamoto 1950

Cyperes sp.

Dahlia variabilis Desf.

Digitaria adscendes (H.B.K) Henrard
Digitaria sanguinalis (L.) Scop.
Dioscerea trifida L.

Erechtites praealta Raf.

Ficus elestica Roxb. (var. decora)
Fragaria chiloensis Duch. (var. Ananassa)
Glycine hispida Max

Hibiscus brachenridgii Gray
Hydrangea macrophylla Ser.
Impatiens balsamina L.

Imperata cylindrica Beauv.

Ipomoea batatas Lam.

Panicum bisulcatum

Panicum cruss-galli var. Frumentaceum
Pennisetum typhoides Stapf. F.C.E. Hubbard
Pluchea odorata Cass.

Polianthes tuberosa L.

Pycreus ploystahyus

Saccharum officinarum L.
Saintpaulia ionanthaWendl.

Seteria italica Beauv.

Seteria viridis (L.) Beauv.

Sporobolus poirettii (Roem & Schult.)
Tagetes sp.

Tithonia diversifolia A.Gray

Torenia fournieri Linden

Vanda sp. x Miss Joaquim

Vanda sp. x Rose Marie

Vanda sp. x Miss Deum

Vanda sp. x Trimeril

Vanda sp. x Luma

Vanda sp. x Miss Joaquim x Kapoho
Zea mays L.

Zinnia elegans L.

Hint yer elmasi

Cilek
Soya fasulyesi

Tatli patates

Seker kamist
Afrika meneksesi
italyan daris1

Kadife ¢icegi

Orkide
Orkide
Orkide
Orkide
Orkide
Orkide
Misir

Zinya

Komoro adalar1
Hawai
Japonya
Japonya
Guadalup
Hawai
A.B.D.
A.B.D.
Hawai
Hawai
Hawai
Hawai
Komoro adalar1
Pakistan
Japonya
Japonya
Hawai
Hawai
Komoro adalari
Kiiba
A.B.D.
Japonya
Japonya
A.B.D.
Hawai
Hawai
Hawai
Hawai
Hawai
Hawai
Hawai
Hawai
Hawai
Tayland
Hawai

Vuong Huu Hai 1968
Sher, 1954

Ino, 1971

Yoshii &Yamamoto 1950
Kermarrec & Anais 1973
Sher 1954

Marlatt 1966

Christie 1942

Barat vd. 1966a

Raabe & Holtzmann 1966
Sher 1954

Sher 1954

Vuong Huu Hai & Rabariioela 1968
Timm & Ameen 1960
Tno 1971

Tno 1971

Hashioka 1964

Sher 1954

Holtzmann 1968

Vuong Huu Hai &Rabarijoela 1968
Fernandez & Diaz Silveira 1967
Allen 1952

Yoshii & Yamamoto 1950
Yoshii & Yamamoto 1950
Marlatt 1970

Sher 1954

Sher 1954

Sher 1954

Allen 1952

Sher 1954

Sher 1954

Sher 1954

Sher 1954

Sher 1954

Tim 1965

Sher 1954

2.1.7. Aphelenchoides besseyi’nin yayilist

Aphelenchoides besseyi tohum kdkenli bir zararli oldugu i¢in ¢eltik yetistiriciligi
yapilan bir¢ok iilkede bulundugu kaydedilmistir. Avrupa Bitki Koruma Organizasyonu
(EPPO/OEPP)’na gore A. besseyi 1981 yilindan itibaren A2 karantina listesinde
bulunmaktadir ve 1982 yilinda sadece 9 iilkenin karantina listesinde iken, 2002 yilinda
bu rakam 70 iilkeye cikarak karantina listesindeki bitki parazit nematod tiirleri arasinda
ikinci sirada yer almistir (Lehman 2002) (Cizelge 2.4).
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Cizelge 2. 4. Uluslararasi karantina diizenlemelerinde yer alan bitki paraziti nematod
tirleri ve iilke sayis1 (Lehman 2002)

Sira No Nematod Tiirii Karantina Uygulayan
Ulke Sayisi
1 Globodera rostochiensis (Stone) Behrens 106
2 Aphelenchoides besseyi Christie 70
3 Ditylenchus dipsaci (Kiihn) Filipjev 58
4 Radolpholus similis (Cobb) Thorne 55
5 Globodera pallida (Wollenweber) Behrens 55
6 Ditylenchus destructor Thorne 53
7 Heterodera glycines Ichinohe 52
8 Aphelenchoides fragariae Ritzema Bos 47
9 Bursaphelenchus xylophilus (Steiner & Buhrer) Nickle 46
10 Xiphenema index Thorne & Allen 42
11 Nacobbus aberrans (Thorne) Thorne & Allen 38
12 Xiphinema americanum Cobb 30
13 Anguina tritici (Steinbuch, 1799) Filipjev 24
14 Heterodera schachtii Schmidt 22
15 Bursaphelenchus cocophilus Cobb 21

Aphelenchoides besseyi’nin kitalara gore yayilisi Sekil 2.2°de gosterilmistir
(CABI 2018).

Amerika: Arizona, Arjantin, Brezilya, Dominik, Ekvator, El Salvador, Florida,
Guadelup, Hawai, Kaliforniya, Kiiba, Louisiana, Panama ve Teksas.

Afrika: Benin, Burkina Faso, Burundi, Cad, Fildisi Sahili, Gabon, Gambiya,
Gana, Gine, Giliney Africa, Kamerun, Kenya, Komoro, Kongo Cumhuriyeti,
Madakascar, Malavi, Mali, Merkezi Afrika Cumhuriyeti, Misir, Nijerya, Senegal, Sierra
Leone, Tanzanya, Togo, Uganda, Zaire, Zambiya ve Zimbabve.

Asya: Afganistan, Azerbaycan, Banglades, Cin, Endonezya, Filipin, Giircistan,
Hindistan, iran, Israil, Japonya, Kambogya, Kore, Kirgisiztan, Laos, Malezya,
Myanmar, Nepal, Ozbekistan, Pakistan, Singapur, Sri Lanka, Tacikistan, Tayland,
Tayvan, Tiirkiye ve Vietnam.

Avrupa’da: Belcika, Bulgaristan, Fransa, Hollanda, Ingiltere, Italya, Macaristan,
Portekiz, Romanya, Rusya, Slovakya ve Ukrayna.

Okyanusya: Avustralya ve Fiji.

11
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Sekil 2. 3. Aphelenchoides besseyi’nin Tiirkiye'de yayilis1 (Karatas vd. 2007; Tiilek ve
Cobanoglu 2010)

Tiirkiye’de ilk kez 1995 yilinda ipsala (Edirne) ve Génen (Balikesir)’de tespit
edilmistir (Oztiirk ve Enneli 1997). Daha sonra yapilan ¢alismalarda iilkemizde geltik
tarim1 yapilan bazi illere de (Canakkale, Balikesir, Cankiri, Corum, Kirklareli ve
Tekirdag) A. besseyi’nin yayildigi tespit edilmistir (Misirlioglu ve Pehlivan 2000;
Karatas vd. 2007; Tiilek ve Cobanoglu 2010) (Sekil 2.3).

2.1.8. Aphelenchoides besseyi’nin miicadelesi

Aphelenchoides besseyi popiilasyonunu kontrol altina almak igin kiiltiirel ve
kimyasal miicadele ile karantina 6nlemleri yer almaktadir.

2.1.8.1. Kiiltiirel miicadele

a) Dayanikh ¢esit kullanimi: Japonya’da ve ABD’de birgok arastirmaci A. besseyi’ye
kars1 dayanikli ¢esitler iizerinde calismalar yapmistir (Nishizawa ve Yamamoto 1951;
Nishizawa 1953a; Goto ve Fukatsu 1956; Atkins ve Todd 1959). Nishizawa (1953a),
1942 -1952 wyillar1 arasinda yapmis oldugu arazi ¢alismalari sonucu sekiz kiiltiir
cesidinin, Norin No 8, Tozon No 36, 37,38 ve 58, Nankai No 3, Asa-Hi ve Asahi No 1

12
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zarar belirtisi olmadigini, alt1 kiiltiir ¢esidinin, Norin No 6, 37 ve 39, Norin-mochi No 5,
Saikai No 37, Nakata Ginbozu, dayanikli oldugunu, 24 ¢esit kiiltiir bitkisinin orta
derecede duyarli ve dokuz tanesinin yiiksek derecede duyarli oldugunu bildirmistir.
Ayrica, diger celtik c¢esitlerinin A. besseyi’ye dayanikliligi, Asa-Hi ¢esidindeki
dayaniklilik geninin aktarimiyla gergeklestigini bildirmistir.

Goto ve Fukatsu (1956), 20 adet kiiltiir bitkisini, bulasik kavuz pargalar ile
inokule ederek testlemis ve Tozan 38, 3 yil boyunca belirti géstermemistir. Norin No 8,
Norin-mochi no 5 ve Hatsushimo az belirti gosterirken Asahi No 1, Aichi-Asahi ve
Kinai-Omachi No 2 hassaslik gostermistir.

Atkins ve Todd (1959), ABD’de vyetistirilen Arkrose, Blue Rose, Caloro,
Calrose, Colusa, Early Prolife, Kamrose, Lacrosse ve Zenith gesitlerinin A. besseyi’ye
¢ok hassas, Asahi, Blue Bonnet, Blue Bonnet 50, Century 52, Century Patna 231,
Fortuna, Improved Blue Bonnet, Nira, Rexoro, Texas Patna, Toro ve TP49 ise dayanikli
oldugunu bildirmistir.

Rusya’da 1003 adet celtik ¢esidinde yapilan testleme sonucunda 3 ¢esit immun,
10 cesit dayanikli, 164 cesit orta dayanikli ve 826 ¢esit hassas bulunmustur (Popova vd.
1994).

Tiilek ve Cobanoglu (2010), damla sulama uyguladig: ¢eltik ¢esitlerinde 100 gr
tohumda Siirek’te 1877.5 adet, Ipsala’da 1384.5 adet, Gonen’de 1184.5 adet ve
Rocca’da 857 adet A. besseyi tespit ederek bu gesitlerin hassas oldugunu bildirmistir.
Ayrica, Krasnodarsky 424 ¢esidinde de hi¢ nematod elde edilmedigini bildirmislerdir.

b) Sicak su uygulamasi: Aphelenchoides besseyi tohum kokenli bir nematod oldugu
icin tohuma sicak su uygulamalari yapilmaktadir. Cralley (1949), tohuma 15 dakika 52-
53'C sicaklik uygulamis ve sicak su uygulamasmin A. besseyi enfeksiyonun %75’e
kadar diistirdiiglini bildirmistir.

Yoshii ve Yamamoto (1950; 1951) ilk kez 20'C 16-20 saat boyunca suya
batirdiktan sonra 50-52'C’de 5-10 dk suda bekletilmesini sonra celtik ekimine 60 giin
kala kuru tohumlar1 56-57 C’de 10-15 dk daldirmanin, biitiin tohum koékenli zararli ve
hastaliklarin 6ldiirdiigiini bildirmistir.

~Todd ve Atkins (1959), tohumu 24 saat 1lik suda beklettikten sonra 15 dakika
51-53 C’de bekletmis ve bu uygulamanin nematisidal etki gosterdigini ve fitotoksik
olmadigini bildirmistir.

Tiilek (2010), sicak su uygulamasinin ¢imlenme ve nematod iizerine etkisini
arastirmak igin tohumlar1 3 saat soguk suda bekletip sonra sicak suda 50 C’den sicaklig
2'C arttirilarak 70 C’ye kadar ¢ikarmislar ve 15 dakika boyunca bekletmislerdir. Elde
edilen verilere gore, sicakligin 62 C’den 64 C’ye ¢iktiginda ¢imlenme giicii %94’den
%86’ya diistiigiinii ve nematodlarn tamaminin 55C 6ldiigiinii bildirmistir. Sonug
olarak, tohumlarin 3 saat soguk suda bekletildikten sonra 10-15 dk 55-60 C’de sicak su
uygulanmasinin yeterli olacagini bildirmiglerdir. Uluslararast Celtik Arastirma
Enstitiisi’nde (IRRI) A. besseyi’ye karst miicadele i¢in tohumluklar 3 saat soguk suda
ve daha sonra 52-57 C sicak suda 15 dakika bekletilmektedir (Mew ve Misra 1994).
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c) Ekim nobeti: Aphelenchoides besseyi’nin konukgusu olmayan bitkiler
kullanilmaktadir. Kore’de fasulye ile ekim nobeti yapilarak A. besseyi popiilasyonu
baski altina alinmaya ¢aligildigi rapor edilmistir (Kim vd. 1996).

2.1.8.2. Kimyasal miicadele

Aphelenchoides besseyi ile miicadelede bir¢ok kimyasal uygulandigini, hatta
bazen sicak su uygulamasiyla birlikte kimyasal kullanildigina dair bir¢ok calisma
mevcuttur. Yoshii ve Yamamoto (1950), nikotin siilfat1 1/500 oraninda bulasik
salkimlara uygulamis ve nematod sayisinda ve verimde azalma gozlemlemistir. Tullis
(1951), Zenith ile birlikte Metil bromide, (1.25 1t/1000 ft%) ile 6 saat fumigasyonu
sonucunda nematodlarin hepsinin 6ldiigiinii rapor etmistir. Nishiazawa (1953c),
fidelerin koklerini 24 saat Folidol (parathion-methyl) ile organikfosforlu insektisitlere
daldirma sonucu gelismis ve uzun bitkilerin, iri kulak¢ik ve basak¢igin meydana
geldigini bildirmistir. Hatta Gomy ve Kogure (1956) Folidol’un tohumlara sicaklik
uygulamasindan daha etkili oldugunu rapor etmistir. Hoshino ve Togashi (2000),
tohumluklara nematisid uygulanmasinin A. besseyi’ye etkisinin ¢ok az oldugunu rapor
etmistir.

Fungisit, insektisit ve nematisitten olusan 50 adet kimyasalin laboratuvar
kosullarinda gerceklesen uygulamanin arazi kosullarina gore A. besseyi’ye daha etkili
oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica tohumun neminin Metil bromide fumigasyonu
sirasinda nematodun canliligini etkiledigini rapor etmislerdir (Atkins ve Todd 1952;
Todd ve Atkins 1959).

2.1.8.3. Karantina onlemleri

Aphelenchoides besseyi, iilkemizde, 6968 sayili Zirai Miicadele ve Zirai
Karantina Kanunu kapsaminda 17.08.1995 tarih ve 22377 sayili resmi gazetede
yayimlanarak yiirtirliige giren i¢ karantinaya tabi zararlilar listesinde yer almaktadir.

2.2. Nematodlarin tani ve tespitine yonelik metodlar
2.2.1. Nematodlarin tani ve tespitinde morfolojik yontem

Nematodlarin tanilanmasinda en yaygin kullanilan metotlar, morfolojik ve
morfometrik yontemlerdir. De Man (1880), ilk kez nematodlarin tanisinda morfolojik
Olciim formiillerini belirtmistir. Gilinlimiizde, 4000'in iizerinde bitki paraziti olan
26.600'den fazla nematod tiirii tanilanmistir (Hugot vd. 2001). Nematodlarin morfolojik
tanilanmalari, ¢esitli viicut kisimlarindan olusturulan oranlar ve Olglim sonuglarinin
kombinasyonuyla karakterize edilmektedir (Hooper 1986). Fakat, nematodlar kiigiik
viicutlu ve mikroskobik canlilar oldugu i¢in mikroskop altinda teshisinin yapilmasi
zordur (Castagnone-Sereno vd. 2011). Aymi zamanda, nematod tiirleri arasinda
morfolojik karakterler birbirine ¢ok yakin oldugu i¢in teshislerinde hatalar
olabilmektedir (Hunt ve Handoo 2009). Ayrica, nematodlarin morfolojik
tanilanmasinda, tecriibeli kisilere ihtiya¢ duyulmaktadir (Oliveira vd. 2011).

Allen (1952), A. besseyi, A. fragariae, A. ritzemabosi ve A. subtenuis tiirlerinin
teshis anahtarin1 yayinlamistir. Sanwal (1961), 35 adet Aphelenchoides tiiriini iki
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gruplu teshis anahtarini bildirmistir. Fortuner (1970), 11 adet Aphelenchoides tiirii
kuyruktaki mucronun yildiz sekline gore teshis anahtarini yaymlamistir. Aphelenchoides
tiirlerininde morfolojik karakterleri birbirine ¢ok benzedigi i¢in tanilamada karigiklik
olmaktadir (Rybarczyk-Mydlowska vd. 2012).

2.2.2. Nematodlarin tani ve tespitinde molekiiler yontem

Morfolojik ve morfometrik karakterlere dayali teshiste karsilasilan zorluklarin
iistesinden gelebilmek i¢in nematodlarin tanilanmalarinda DNA temelli molekiiler
yontemler gelistirilmistir (Blok 2005; Oliveira vd. 2011; Alemu 2014). Tiirlerin
tanimlanmasinda, DNA temelli molekiiler yontemlerin kullanimi1 ve yayginlagsmasina en
bliyiik katkiy1 PCR’1n (Polimeraz zincir reaksiyon) kesfi saglamistir.

PCR, genomik DNA’nin, hedef dizilerinin dogrudan ¢ogaltilma prensibine
dayanir (Mullis, 1990). DNA’nin ¢ogaltiminda ortamda bulunan bilesenler ise kalip
DNA, tiire 6zgii primerler, dNTP, magnezyum, Taq DNA polimeraz enzimi, PCR
tampon c¢ozeltisi ve sudur. PCR, denatiirasyon (DNA zincirinin agilmasi), annealing
(Primelerin tek zincirli DNA’ya baglanmasi), extension (Primerlerin uzamasi) olmak
lizere ii¢ reaksiyon asamasindan olusan dongiinden meydana gelir. Ilk asama olan
denatiirasyonda, ¢ift sarmal DNA yiiksek sicaklik (92-95C) ile tek zincirli yapiya
doniistiir. Ikinci asamada sicaklik 37-65C’ye diisiiriilerek primerlerin tek zincirli
DNA’ya baglanmasi saglanir. Son asamada ise sicaklik 72 C’ye ¢ikartilip, reaksiyonun
icindeki Taq DNA polimerazi sayesinde tek zincirli DNA’ya baglanan primerlerin
uzamasi saglanir (Watson vd. 1992).

PCR reaksiyonlar1 sonucu elde edilen {riinlerin goriintiilenmesi jel
elektroforezinde gerceklesir. Jel elektroforezi, niikleik asit ve proteinlerin molekiil
agirh@ ve miktarimin saptanmasinda kullanilan bir yontemdir (Vesterberg 1989).
Ayrica, PCR {irlinlerinin goriintiilenmesinde yaygin olarak agaroz jel elektroforezi ya da
poliakrilamid jel elekroforezi (PAGE) kullanmilmaktadir. Agaroz jeldeki DNA’nin
konumu ise etidyum bromiir yardimiyla ultraviyole 1sik altinda goriintiilenmesiyle
belirlenmektedir (Sambrook vd. 1989a)

Nematodlarin tanilanmasinda farkli molekiiler metodlar kullanilmaktadir
(Powers ve Harris, 1993; Uehara vd. 1999; Floyd vd. 2002; Esquibet vd. 2003). Bu
yontemlerden biri olan PCR-RFLP’dir. Bu yontem ile rDNA geninde bulunan internal
transcribed spacer (ITS) bolgesi kullanilarak, Heterodera, Meloidogyne, Pratylenchus,
Bursaphelenchus ve Aphelenchoides cinslerini i¢eren birgok bitki paraziti nematodun
tanilanmasinda uygulanmistir (Subbotin ve Moens 2006). Ibrahim vd. (1994a), ITS ve
5.8S gen bolgesini secip, PCR-RFLP yontemi kullanarak sekiz Aphelenchoides tiiriini
tanilamaya calismiglardir. Kullandiklart Alu I kesim enzimi A. besseyi haricinde diger
tirlerin ayriminda basarili  oldugu bildirilmiglerdir. ITS bolgesinde kodlar
bulunmamaktadir ve tiirler aras1 varyasyonda avantajli bir bolgedir. Fakat popiilasyonlar
arasinda ITS dizilerinin varvasyonun ayrintili bilinmesi sart oldugundan, rDNA ve
mitokondriyal genlerde kodlanmis bolgelerin, tanilama amagli segilmesi dnerilmektedir
(Rybarczyk-Mydlowska vd. 2012). Dort Aphelenchoides tirii  igin  mtCOI
(mitokondriyal DNA’nin sitokrom oksidaz subunit I), 18S ve 26S rDNA bdlgesindeki
primer dizileri kullanilarak, klasik PCR yontemiyle tanilanmasi ve filogenetik
haritasinin elde edilmesi amaglanmistir. Sonug olarak, hepsinin birbirine yakin sonuglar
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verdigi ve bu bolgelerin dort dnemli Aphelenchoides tiiriiniin tanilanmasinda giivenilir
sekilde kullanilabilecegi bildirilmistir (Sanchez-Monge vd. 2017). Ayrica, Devran vd.
(2017), SSU rDNA bdlgesinden tasarladiklart primerleri, geleneksel PCR yontemiyle,
dogrudan bulasik ¢eltik pargalarindan DNA izolasyonu yaparak, A. besseyi’yi basarili
bir sekilde tanimlamislardir.

Gelencksel PCR’in avantaji nematoddan elde edilen ¢ok kiigiik miktarda
genomik DNA’nin belli bir bolgesi, ¢ok kisa siirede milyarlarca c¢ogaltilarak
tanilanabilmekte ve elde edilen verilerin spesifik ve giivenilirdir. Klasik PCR’in en
bliyiik dezavantaji kontaminasyon riskinin yiliksek olmast ve PCR {iriiniiniin
goriintiilenmesinde kullanilan boyanin toksik olmasidir. Bu olumsuzluklardan dolayzi,
son yillarda, real-time PCR yonteminin klasik PCR’a goére kullanim alanlar
yayginlagsmaya baslamistir. Ciinkii real-time PCR’da elde edilen sonuglar amplifikasyon
ile es zamanda ortaya cikarak, geleneksel PCR’a gore daha hizli ve giivenilirdir. Bu
teknoloji ayrica floresan kantitatif RT-PCR, kantitatif-kinetik PCR, homojen PCR ve
gPCR gibi isimlerle de anilmaktadir (Higuchi 1993; Giulietti vd. 2001; Wei vd. 2001).
Patojenlerin tespitinde, gen ekspresyonunda, DNA hasar1 ve metilasyon tespitinde ve
genotiplemede kullanilmaktadir (Klein 2002; Cheng vd. 2004).

Real-time PCR’da Ct (Cycle threshold) ya da Cp (Cross point) hesaplanmasinda
baslangi¢ fazi, logaritmik faz ve plato faz olmak iizere ii¢ ayr1 fazin logaritmik fazina
gore degerlendirilmektedir. Baslangi¢ fazi (Initation phase), saptanabilir oranda PCR
triinlin ortaya ¢ikmadigi, birka¢ dongii siiren arka plan fazidir. Logaritmik faz
(Exponential phase), {iriin miktarinin saptanabilir en alt diizeye gelmesiyle baslar. Ussel
faz ya da eksponansiyal faz olarakta bilinmektedir. Uriin miktar1 her déngiide bir énceki
miktarm iki katma ¢ikar. Uriinler iislii sekilde ¢ogalir. Denklemi ise, Th=To(E)" (Tn: n
dongiisiinde hedef dizinin ulastigi miktar, To: Hedefin ilk baslangic miktar1, E:
Amplifikasyon etkinligi). Son faz olan plato fazinda (Plateau) ise reaksiyon ortaminda
enzim, primer ve niikleotitler tiikenir ve {riinlerin birbirleriyle eslesmesi gibi
nedenlerden reaksiyon durur (Sekil 2.4). Logaritmik fazin basinda kantitasyonun
yapilmasi, inhibitér miktarini, reaksiyon kosullari ve amplifikasyon etkinligi ¢ok az
etkinlenmektedir (Bustin vd. 2009).

Amplification Curve

0633 3. Plateau

f4 633 =

58533
= 52633
E 4G 533
F ansas 2. Exponential phase
w
E 345633
2 0% BRE CtorCp
= . kY threshold
S 22633
=
L 16633

10533

4 533 1. Initiation phase

baseline
] m 1% a0 =5 35
Cyclaes

Sekil 2. 2. Real-time PCR’da amplifikasyon egrisinin fazlart (Anonymous 1)
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Real-time PCR’da amplifikasyon esnasinda iiriinlerin tespiti ¢esitli kimyasallar
kullanarak yapilabilmektedir. Bu kimyasallar diziye 6zgli olmayan ve olan seklinde iki
gruba ayrilmaktadir. Diziye 6zgili olmayan kimyasallar (Sybr Green |, EvaGreen R, LC
Green, Yoyo-I, LC Green ve Bebo) ¢ift sarmal DNA’nin ikinci oluguna baglanir (Sekil
2.6). PCR basladiginda yeni sentezlenen DNA miktarinin artmasiyla boyanin sinyalinde
artis meydana gelir ve erime egrisi analizi yapilarak reaksiyon Ol¢iilir. DNA’ya
baglanan boyalar i¢inde en fazla Sybr Green I kullanilmaktadir (Schneeberger vd.
1995). Aphelenchoides tiirleri de Sybr Green I boyast kullanilarak real-time PCR’da
tanimlanmistir (Rybarczyk-Mydlowska vd. 2012). Fakat DNA’ya baglanan boyalarin en
biiyiilk dezavantaji ise spesifik olmayan PCR iirlinlerine ve primer dimer yapilara
baglanabilmesidir.

Diziye 6zel olan kimyasallarda ise problar kullanilmaktadir. Florofor denilen ve
belirli dalga boyundaki 1sikla uyarildiginda floresan 1s1ma yayabilme 6zelligine sahip
sentetik oligoniikleotitlere prob denilmektedir. Prob ¢ogaltilmis olan {iriiniin tamamina
degil, iiriin i¢indeki 6zgiil bir bolgeye baglanir. Hedef bolgenin varligi dolayli yoldan
gosterilmis olur (Costa vd. 2004; Holland vd. 1991). Hibridizasyon problari (FRET),
Hidroliz problar1 (TagMan prensibi), Molekiiler Beacon (molekiiler firketeler) ve Minor
oluga baglanan (Minor groove binding-MGB) prob formatlar1 bulunmaktadir (Sekil
2.5).

SYBR Green Annealing Extension

—~—

X

Molecular Beacons

O

Sekil 2. 3. Real-time PCR’da kullanilan kimyasal boyalar ve problar (Gaspari¢ vd. 2010)
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Nematod popiilasyonlarimin elde edilmesi

Marmara Bolgesi’ndeki Tekirdag, Kirklareli ve Edirne illerinde ¢eltik yetistirilen
arazilerden toplam 94 adet celtik ve 94 adet kavuz 6rnegi toplanip polietilen torbalara
konulmus ve gerekli etiket bilgileri yazildiktan sonra Orneklerin bulasik olup-
olmadiginin incelenmesi amaciyla Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Bolimii’ndeki Nematoloji Laboratuvari’na getirilmistir (Sekil 3.1).

Aphelenchoides ritzemabosi, A. subtenuis ve A. fragariae tiirlerine ait larva ve
erginler Dr. Gerrit Karssen (National Plant Protection Organization, Wageningen
Nematode Collection, Hollanda), A. besseyi ve Anguini tritici ise Dog. Dr. Adnan Tiilek
(Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii, Edirne)’den temin edilmistir.

Calismada kullanilan diger nematod tiirleri ise (M. incognita, M. javanica, M.
arenaria, M. hapla, M. luci, P. neglectus ve P. thornei) boliimiimiiz Nematoloji
Laboratuvari’mizin kiiltiir koleksiyonundan saglanmstir.

Kn'r;l vdvcnl/
Black Sea

Istanbul

Aegean Sea 3" ’ o / o
Ege Denizi Marmara

Sekil 3. 1. Marmara Bolgesi'nden oOrneklerin toplandigr il ve ilgeler (Tiilek ve
Cobanoglu 2010)

3.2. Metot
3.2.1. Nematod ekstraksiyonu

Toplanan Orneklerden A. besseyi’yi elde etmek igin gelistirilmis Baermann
Funnel yontemi kullanilmistir (Hooper 1986). Bu yontemde; celtik 6rneklerinden 10 gr,
kavuz orneklerinden ise 5 gr tartilip 15 cm genigliginde 2.5 cm yiiksekliginde plastik
petri kaplarinin i¢indeki eleklerin yiizeyindeki filtre kagidinin {istiine aktarilmistir. Petri
kaplarinin icindeki Ornekler 1slanincaya kadar piset kullanilarak su aktarilmistir.
Nematodlarin suya gecebilmesi igin Ornekler petri kaplarinda 48 saat bekletilmistir.
Siire sonunda petri kab1 igerisinde su 100 ml’lik plastik meziirlere aktarilmis ve
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nematodlarin dibe ¢okmesi i¢in 24 saat bekletilmistir. Daha sonra 100 ml’lik su iistten
almarak 10 ml’ye disiirilmiis ve falcon tiiplere aktarildiktan sonra 4-6 saat
bekletilmigstir. Tekrardan falcon tlipteki su iistten mikropipet yardimiyla 100 pl su
kalana kadar ¢ektirilmistir. En sonunda falcon tiipiin i¢cindeki 100 pl su iyice karistirilip
tim miktar lam iizerine konulduktan sonra iizerine 1s1k mikroskobu altinda A.
besseyi’nin bulunup bulunmadigina bakilmis ve bulunan Orneklerin de sayimi
yapilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3. 2. Aphelenchoides besseyi ekstraksiyon asamalari a) Celtik numuneleri b)
Kavuz numuneleri ¢) Baermann funnel d) Orneklerin mezura aktarimi

3.2.2. DNA izolasyonu

Orneklerimizden DNA izolasyonu DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Germany) kullanilarak gergeklestirilmistir.

Oryza sativa’nin taze yapraklarindan DNA izolasyonu Wizard Magnetic Kit
(Promega Corporation, USA) kullanilarak yapilmustir.

3.2.3. DNA Process Control Kit

Real-time PCR’da kullanilan tiim 50 pl’lik DNA o6rneklerin igine internal
kontrol amagli 5 ul DNA process working solution (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) eklenmistir. Daha sonra toplam hacim 20 pl olacak sekilde 5 ul
DNA, 500 nM her bir forward primer (AbF11) ve reverse primerden (AbR22), 200 nM
prob AbPr, 1 pl control DNA detection (Cy5 etiketli probe), 4 ul LightCycler® 480
Probe Master Mix ve 8,8 ul su (LightCycler® 480 Probe Master PCR grade) solusyonu
hazirlanmistir. Real-time PCR programi, 6n denatiirasyon asamast 95°C 10 dk, daha
sonra 35 dongilide denatiirasyon 95°C’de 10 s, baglanma 60°C’de 30 s ve uzama
72°C’de 1 s, en son uzama asamasinda 40°C’de 30s belirlenmistir.

Process Control Kit niikleaz-resistant DNA igermektedir. DNA izolasyon
asamasindan Once ve sonra da Orneklerin igine eklenebilmektedir. DNA izolasyonunda
ve real-time PCR uygulama asamasinda DNA’dan meydana gelebilecek hatalarin ortaya
cikarabildigi icin pozitif kontrol amacgli kullanilmistir. Calismamizda bulasik
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dokulardan dogrudan DNA izolasyonu asamasinda ve toplanan A. besseyi
popiilasyonlarinda pozitif kontrol amaglh kullanilmistir.

3.2.4. Klasik PCR

Elde edilen A. besseyi DNA’lar1 ve A. fragariae, A. subtenuis, A. ritzemabosi,
Devran vd. (2017)’nin tasarladiklar1 A. besseyi’ye 0Ozgli spesifik primerleri
(AbF5/ADR5) ile kontrol edilmistir (Cizelge 3.1). Her bir 6rnek igin 2.5 uLL DNA, 2.5
uL 10X PCR buffer, 200 uM dNTP, 0,4 uM her bir primer i¢in, lunit Taq DNA
polymerase (Fermentas, Vilnius, Lithuania) ve distile sudan olusan toplam 25 uL’lik
reaksiyon hacimde ve SimpliAmp™ Thermal Cyclerda (Applied Biosystems, CA,
USA) yapilmigtir. PCR firtinleri, %1.5’1lik agaroz jelde 1X TAE buffer yardimiyla 60
voltta 45 dk ylritilmistir. Etidyum bromiir (0.5 pL/ml) ile boyandiktan sonra
ultraviyole 15181 altinda 6rneklerde bantlar gézlemlenmistir.

3.2.5. Primerlerin ve probun tasarlanmasi

Tim Aphelenchoides cinsi SSU rDNA dizilimi GenBank’tan alinmistir.
Geneious yazilimi (Biomatters Ltd.) kullanilarak bu dizilimlerden primerler ve probe
tasarlanmistir (Cizelge 3.1). Calismada kullandigimiz TagMan prob i¢in raportdr boya
Fluorescein amidit (FAM), baskilayici boya Blackberry Quencher (BBQ) (TIB
MOLBIOL, Berlin, Germany) segilmistir. Ayrica probun spesifikligini arttirmak icin
LNA (Locked Nucleic Asit) ile modifiye edilmistir.

Cizelge 3. 1. Gelistirilen primerlerin ve probun dizileri

Primer/Probe Ad1 Primer/Probe Tipi Dizilimi (5°-3°)
AbF11 Forward primer CGTCTTAACGGGCGTCACT
AbR11 Reverse primer GCTTATGAACTCGAATCCACAA
AbR22 Reverse primer TCAGTCGTAAGACCCGCCTT
AbPr Probe FAM-TTT+CGGGCCTTCG+GGTCGGTGAT- BBQ

+ LNA:Locked Niikleik Asit

3.2.6. Tasarlanan primerlerin spesifikliginin geleneksel PCR’da testlenmesi

Tasarlanan primerlerin  spesifik olup-olmadigi 6ncelikle klasik PCR ile
testlenmigtir. PCR karisimin toplam hacmi 25 pl olacak sekilde her bir 6rnek igin 2.5
uL DNA, 2.5 uL 10X PCR buffer, 2 mM MgClz, 200 uM dNTP, 0,4 uM her bir primer
icin, lunit Taq DNA polymerase (Fermentas, Vilnius, Lithuania) ve distile sudan olugan
reaksiyon hazirlanmistir. Calismada SimpliAmp™ Thermal Cycler PCR cihazi ile 94
°C’de 3 dk, daha sonra 94 °C’de 30 sn, 54 °C’de 30 sn ve 72°C’de 30 sn 35 dongii ve
72°C’de 7 dk olarak PCR dongiisii gergeklestirilmistir. PCR {irtinleri, %1.5’lik agaroz
jelde 1X TAE buffer yardimiyla 60 voltta 45 dk yiiriitiilmiistiir. Etidyum bromdir (0.5
uL/ml) ile boyandiktan sonra ultraviyole 15181 altinda goriintiilenip fotografi ¢ekilmistir.

3.2.7. Real-time PCR

Aphelenchoides besseyi’nin tanilanmasi1 ve nicel analizi LightCycler® 480 II
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) real-time PCR cihazinda gergeklestirilmistir.
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3.2.7.1. Real-time PCR’1n optimizasyonu

Tasarlanan forward primeri AbF11 6nce reverse primeri AbR11 ile daha sonra
diger reverse primeri AbR22 olmak iizere iki kombinasyon yapilarak, A. besseyi’yi real-
time PCR’da tanimlamasi ve Ct degerleri incelenmistir. Hazirlanan reaksiyonun toplam
hacmi 20 pl olacak sekilde, 5 ul DNA, 500 nM her bir primer i¢in (AbF11/AbR11 ya da
AbF11/AbR22), 200 nM probe AbPr, 10 ul LightCycler® 480 Probe Master (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) ve 3,8 ul su (LightCycler® 480 Probe Master
PCR grade) igeren reaksiyon olusturulmustur.

Aphelenchoides besseyi’yi tanimlamada etkin olan primer ¢ifti segildikten sonra
ti¢ farkli real-time PCR programi testlenerek real-time PCR g¢alisma kosulu
belirlenmistir. Bu dogrultada hazirlanan ii¢ farkli real-time PCR programi asagida
belirtilmistir.

Kosul 1. On denatiirasyon asamasi 95°C 10 dk, daha sonra 45 dongiide
denatiirasyon 95°C’de 10 s, baglanma 63°C’de 30 s ve uzama 72°C’de 1 s, en son
uzama asamasida 40°C’de 30s belirlenmistir.

Kosul 2. On denatiirasyon asamast 95°C 10 dk, daha sonra 45 dongiide
denatiirasyon 95°C’de 10 s, baglanma 60°C’de 30 s ve uzama 72°C’de 1 s, en son
uzama asamasida 40°C’de 30s belirlenmistir.

Kosul 3. On denatiirasyon asamasi 95°C 10 dk, daha sonra 35 déngiide
denatiirasyon 95°C’de 10 s, baglanma 60°C’de 30 s ve uzama 72°C’de 1 s, en son
uzama asamasida 40°C’de 30s belirlenmistir.

Her reaksiyon i¢in olusan amplifikasyon egrisi LightCycler® 480 SW 1.5.1
yazilimiyla elde edilmistir.

3.2.7.2. Probun spesifikliginin optimizasyonu

Aphelenchoides besseyi’nin tanimlanmasinda primerlerin ve probun tiire 6zgii
olup-olmadiginin belirlenmesi amaciyla 192 adet A. besseyi popiilasyonunun DNAlart,
A. besseyi’ye yakin olan A. fragariae, A. ritzemabosi and A. subtenuis tiirlerinin
DNA’lar1 ve uzak olan M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M. hapla, M. luci, P.
neglectus, P. thornei ve A. tritici’nin DNA’lar1 ile birlikte testlenmistir. Denemede
negatif kontrol olarak distile su, kalip DNA olarak da ¢eltik DNA’s1 kullanilmstir.

3.2.7.3. En diisiik DNA miktarmin tespiti

Aphelenchoides besseyi’nin en diisik DNA miktarmin tespit edilebilmesi
amaciyla iki farkli yontem uygulanmaigtir.

Genomik DNA’min Seyreltilmesi

Bir adet A. besseyi larvasindan elde edilen genomik DNA Qubit 3 Fluorometer
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA) ile 6l¢iilmiistiir. Daha sonra A. besseyi DNA’s1
real-time PCR’da tespit edilemeyecek miktara kadar 1/10 oraninda seyreltilmistir. DNA
konsantrasyonlar1 ile Ct degerleri arasinda iliski arastirilmistir. Boylelikle tek bir
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larvanin genomik DNA’sindan en kiigik DNA miktarmin belirlenmesi real-time
PCR’da gergeklestirilmistir.

Plasmid DNA’min Seyreltilmesi

Bir adet A. besseyi larvasinin genomik DNA’s1 elde edildikten sonra AbF11 ve
ADbR22 primerleriyle klasik PCR yapilmistir. PCR {irtinti %1.5’lik agaroz jelde 1X TAE
buffer yardimiyla 60 voltta 45 dk yiiriitiilmiis ve daha sonra jelden kesilmistir. PCR
Purification Kit (NorgenBiotekCorp., Thorold, Canada) ile DNA saflastirilmistir.
DNA’lar pGEM-T Easy Vector System Il (Promega, Southampton, UK) plasmidine
klonlanmigtir. Klonlanan plasmid Escherichia coli JM109 hiicrelerine 1s1 sok
yontemiyle aktarilmistir (Sambrook vd. 1989b). Mavi ve beyaz klon se¢imi yapilarak
beyaz renkli koloniler secilmis ve amfisilin (100 pl/mg), X-gal ve Iptg igeren Luria
broth ortaminda bir gece 37°C’de inkiibe edilmistir. Elde edilen hiicrelerin plasmid
DNA ekstraksiyonu Plasmid MiniPrep Kit (NorgenBiotekCorp., Thorold, Canada) ile
yapilmistir. Klonlanan plasmid DNA’st ABI PRISIM BigDye sekans kiti (Applied
Biosystems, Foster City, CA) ile sekans edilmis. Elde edilen sekans verileri GenBank’ta
A. besseyi’nin SSU rDNA bolgesindeki ait diziler ile karsilagtirilmigtir. Elde edilen
plasmid DNA’siin konsantrasyonu Nanodrop 2000c spektrofotometre (Thermo Fischer
Scientific) ile dl¢lilmiistiir. Daha sonra 1/10 oraninda plasmid DNA’s1 seyreltilip A.
besseyi’nin tanimlanmasinda kullanilacak en diisiik kopya sayisi hesaplanmistir. SSU
rDNA kopya sayist asagidaki formiile gore hesaplanmistir.

SSU rDNA kopya sayisi= [DNA(ng) miktar1 X 6.02X10%)/[Cift iplik
say1s1(660) X (baz uzunlugu (bp)+plasmid uzunlugu(bp)]

3.2.7.4. Farkh biyolojik donemlerinin tespiti

Aphelenchoides besseyi’nin larvasi, disisi ve erkek bireyi 1 adet olacak sekilde
eppendorf tiiplerine firca kili yardimiyla yakalama (fishingleme) yontemiyle
aktarilmistir (Sekil 3.3). Aphelenchoides besseyi’nin yumurtas: ise havug kiiltiiriinde
yetistirilen ortamdan mikropipet ile eppendorf tiipiine aktarilmigtir. Daha sonra tim
donemlerin DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen DNA’lar 3 tekerriirlii olarak real-
time PCR’da yliriitiilmiistiir.

Sekil 3. 3. Aphelenchoides besseyi’nin farkli biyolojik dénemleri @) Havug diski b) Havug
diski iistiinde larvalari ¢) Yumurta d) Disi €) Erkek

3.2.7.5. Aphelenchoides besseyi’nin dogal bulasik celtik parcalarindan tespiti
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Orneklerin DNA izolasyonu, nematod ekstraksiyonu yapilmadan dogrudan
bulasik celtik pargalarindan Devran vd. (2017) gelistirdikleri metoda gore elde
edilmistir. Her bir oOrnekten DNA’larin elde edilmesi asagidaki Sekil 3.4°de
gosterilmistir.

- - - -
- - -~ ou

Piring ' Kavuz Celtik Pirin¢ ' Kavuz ('cllik" IL 4L 64 L
|@ O A

"" % \ ‘ J L “‘. ! Y
I) Dogal Bulagik ) Temiz I11) A. bessevi 1V) Celtik

Sekil 3. 4. Dogal bulasik ¢eltik parcalarindan Aphelenchoides besseyi’nin DNA izolasyonu

I. Bulasik piring, kavuz ve celtikten birer adet alinip, her biri ayr1 eppendorf tiiplerin
icine yerlestirilmistir. Orneklerin DNA izolasyonu DNeasy Blood& Tissue Kit ile
yapilmistir.

Il. Temiz piring, kavuz ve celtikten birer adet alinip, her biri ayr1 eppendorf tiiplerin
icine yerlestirilmistir. Orneklerin DNA izolasyonu DNeasy Blood& Tissue Kit ile
yapilmustir.

III. Farkli sayilarda A. besseyi juvenillerin (1L, 4L ve 64L) her biri ayr1 eppendorf
tiiplerin icine yerlestirilmistir. Orneklerin DNA izolasyonu DNeasy Blood& Tissue Kit
ile yapilmaistir.

IV. Celtik bitkisinden elde edilmis bir parca taze yaprak eppendorf tiipiin igine
yerlestirilmistir. DNA izolasyonu Wizard Magnectic Kit ile yapilmustir.

DNA’lar real-time PCR c¢alismasinda kullanilmistir ve deneme 4 tekerriirlii
olarak gerceklestirilmisti.

3.2.7.6. DNA izolasyonsuz degrudan Aphelenchoides besseyi’nin tespiti

DNA izolasyonu yapmadan dogrudan canli A. besseyi larvasinin real-time
PCR’da tespit edilip edilemeyecegi arastirilmistir. Boylelikle gelistirilmis Baermann
funnel teknigi ile canli A. besseyi larvalar elde edilmistir. Elle firga kili ile yakalama
yontemiyle 1 adet ve 2 adet A. besseyi larvasi real-time PCR 96’lik platedeki
kuyucuklarin igine aktarilmig ve herbir 6rnegin i¢ine 15 pl real-time master mix
sollisyonu eklenmis ve real-time PCR yapilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3. 5. a) Aphelenchoides besseyi’nin plate yerlestirilmesi b) Real-time
reaksiyonunun plate ig¢ine aktarimi

3.2.7.7. Aphelenchoides besseyi’nin diger Aphelenchoides tiirleri ile Dbirlikte
oldugunda tespiti

Aphelenchoides besseyi, A. fragariae, A. ritzemabosi ve A. subtenuis’un
DNA’larindan 5 pl’lik miktarlar alinip solusyonlar hazirlanmistir. Karisim solusyonlari
icin agagidaki gibi 7 farkli kombinasyon yapilmistir. Daha sonra real-time PCR iglemi
gergeklestirilmistir (Sekil 3.6.).

I. A. besseyi + A. fragariae,

I1. A. besseyi + A. ritzemabosi,

I11. A. besseyi + A. subtenuis,

IV. A. besseyi + A. fragariae + A. ritzemabosi,
V. A. besseyi + A. fragariae + A. subtenuis,
VI. A. besseyi + A. ritzemabosi + A. subtenuis,

VII. A. besseyi + A. fragariae + A. ritzemabosi + A. subtenuis.
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Sekil 3. 6. Aphelenchoides besseyi’nin real-time PCR’da tespiti

3.2.8. Aphelenchoides besseyi’nin nicel analizi

Bulasik oldugu bilinen ¢eltik ve kavuz Orneklerindeki A. besseyi miktarinin
belirlenebilmesi amaciyla regresyon egrisi denklemi olusturulmustur. Optimum
regresyon egrisi denklemi elde edebilmek i¢in iki farkli grup olusturulmustur.

1. Grupta, A. besseyi’nin herhangi bir ddneminden toplanmis 1, 2, 8, 16, 32 ve
64 adet nematod ayr1 ayr1 eppendorf tiiplerinin igine aktarilip DNA izolasyonu
gercektirilmistir.

2. Grupta ise A. besseyi sayilari; 1, 2, 8, 16, 32, 64, 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900 ve 1000 adet olacak sekilde toplanip eppendorf tiiplerin i¢ine aktarilmig
ve DNA izolasyonu yapilmistir.

Bu DNA o6rneklerinin real-time PCR’da olusan Ct degerlerine gore korelasyon
katsayis1 ve real-time PCR etkinligi (E= [10/5°°e-1]) hesaplanmis ve en iyi sonucu
veren grup bulasik dokulardaki A. besseyi sayisinin tahmin edilmesinde kullanilmustir.

3.2.9. Propidium Mono Azide ve Reagent D Kkullanilarak Aphelenchoides
besseyi’nin canli/6lii ayriminin yapilmasi

Farkli sicakliklara maruz kalmig A. besseyi’nin canli ve 6li oldugunu tespit
etmek amaciyla Propidium Mono Azide (PMA, Biotium, Kaliforniya, ABD) ve Reagent
D (Biotecon, Postdam, Almanya) kimyasallar1 real time PCR’da etkinlikleri kontrol
grubuna gore karsilastirilmistir.

Eppendorf tiiplerin iginde 50 adet canli A. besseyi (larva ve ergin) bulunan
ornekler, canli ve oli (oda sicakliginda (20°C) normal olarak o6len) olarak farkli
sicakliklarda (40°C ve 60°C) sicak su banyosunda 15 dk kalacak sekilde hazirlanmustir.
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Daha sonra bu 6rnekler, yukarida belirtilen kimyasallara ayri ayr1 maruz birakilmistir.
Ayni sayida ornekler ise kontrol amagli olarak; ayni sicakliklarda ve siirelerde tutulmus
fakat herhangi bir kimyasal uygulanmamistir. Boylece dort grubtan olusan deneme
deseni olusturulmustur. Kimyasallarin karsilagtirllmas1 i¢in ii¢ farkli uygulama
yapilmistir. Bunlar ise;

a) PMA uygulamasi: Canli ve canli-6li karisimi yaklagik 20 pl’lik Eppendorf tiiplerin
icine 2,65 ul’lik (50 uM) PMA soliisyonu eklenmistir. Ekleme sirasinda ¢ekme-birakma
yapilarak soliisyon karistirilmistir. Karanlik oda da 30 dk boyunca karistirilarak
bekletilmistir. Daha sonra 650W’lik led 1s18a 20 cm uzaklikta 6rnekler 30 dk boyunca
ara sira karigtirllarak maruz kalmistir. En son asamada 8000 rpm’de 5 dk santrifuj
yapilip 3.2.2°de belirtildigi gibi DNA izolasyonu yapilmustir.

b) Reagent D uygulamasi: Canli ve canli-6lii karigimi yaklasik 20 pl’lik Eppendorf
tiplerin igine 300 pul Reagent D solusyonu pipetle ¢ekme birakma yapilarak
aktarilmistir. Karanlik oda da 30 dk boyunca karistirilarak bekletilmistir. Daha sonra
650W’lik led 1518a 20 cm uzaklikta 6rnekler 30 dk boyunca ara sira karistirilarak maruz
kalmistir. En son asamada 8000 rpm’de 5 dk santrifuj yapilip 3.2.2°de belirtildigi gibi
DNA izolasyonu yapilmistir.

c) Kontrol: Canli ve canli-6lii karigimi yaklagik 20 ul’lik Eppendorf tiiplerin igine
hicbir soliisyon eklenmemis, kontrol amagli dogrudan 3.2.2°de belirtildigi gibi DNA
izolasyonu yapilmistir.

Sekil 3. 7. PMA ve Reagent D uygulamasinda a) Isiga maruz birakma b) Uygulama
sonrasinda tiiplerin i¢indeki sivinin renk degisimi

Yapilan ii¢ uygulama sonrasi elde edilen genomik DNA’lar, real-time PCR
islemine tabi tutulup, elde edilen Ct degerleri kontrol grubuna gore karsilastirilmistir.
Boylelikle A. besseyi’nin canli-6li ayriminda etkili olan kimyasalin tespiti yapilmistir.

3.2.10. Verilerin analizi

Real-time PCR sonucu elde edilen verilerin ortalamalarinin ve standart hatasinin
hesaplanmasi igin LightCycler 480 cihazindaki veriler pdf dosyasina donistiiriilerek
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temin edilmistir. Ct degerlerinin ortalamasi varyans analizine tabi tutulmustur. SAS
(SAS Institute Inc., Cary, NC) istatistiksel analiz programi kullanilmistir. Ortalamalar
arasinda fark olup-olmadigi p=0.05 seviyesine gore Tukey’s ¢oklu karsilagtirma testine
gore degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Aphelenchoides besseyi Popiilasyonlarinin Geleneksel PCR ile Dogrulanmasi

Celtik arazilerinden toplanmis olan tiim Orneklerin A. besseyi olup-olmadigi
ADbF5/AbR5 primerleri (Devran et al. 2017) kullanilarak dogrulanmistir. Bunun igin adi
gecen primer seti A. besseyi’de beklenen 340 bp’da bant verirken A. besseyi’ye yakin
tirler olan A. fragariae, A. subtenuis ve A. ritzemabosi’de beklendigi gibi PCR iiriinii
vermemistir (Sekil 4.1).

500
el ™

200

Sekil 4. 1. AbF5/AbRS primerleri ile PCR iirtinii M: Molekiiler markor (100 bp DNA
ladder, abm), L: Aphelenchoides besseyi larvasi, K: Kontrol, S: Su

4.2. Gelistirilen Primerlerin Spesifikliginin Geleneksel PCR ile Tespiti

Bu g¢alisma kapsaminda tasarlanan A. besseyi’ye 06zgii AbF11/AbR11
primerleriyle 400 bp PCR iiriinii elde edilirken, AbF11/ AbF22 primerleriyle 125 bp
DNA band: elde edilmistir. Beklendigi gibi A. fragariae, A. subtenuis, A. ritzemabosi
bant elde edilmemistir (Sekil 4.2).

M Ab Ab
k (IL) (64L)
-—

Sekil 4. 2. Gelistirilen PCR primerleri ile PCR a) AbF11/AbR11 primerleriyle elde edilen
PCR fdirlinleri b) AbF11/AbF22 primerleriyle elde edilen PCR iiriinleri. M: Molekiiler
Markéor (100 bp DNA ladder GeneAll (a) ve abm (b), Ab: Aphelenchoides besseyi, Af:
Aphelenchoides fragariae, Ar: Aphelenchoides ritzemabosi, As: Aphelenchoides subtenuis
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4.3. TagMan Probun Spesifikliginin Tespiti

Aphelenchoides besseyi 6rnekleri, yakin tiirler olan, A. fragariae, A. ritzemabosi
and A. subtenuis ile uzak tiirler olan, M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M. hapla,
M. luci, P. neglectus, P. thornei ve A. tritici’ye ait DNA’lar AbF11/AbR11 ve
ADbF11/AbR22 primerleri ile AbPr TagMan probu ile ayr1 ayr real-time PCR yapilmis
ve olusan amplifikasyon egrilerinin Ct degerleri belirlenmistir.  Gelistirilen
AbF11/AbR22 primer seti, AbF11/AbR11 primer setine goére TagMan probla
kullanilmasinda A. besseyi 6rneklerinde daha spesifik sonug verdigi igin AbF11/AbR22
primer setleri se¢ilmistir (Sekil 4.3). AbF11/AbR22 primer setlerinin AbPr TagMan
probu ile optimizasyon kosullar1 Cizelge 4.1°de belirtilmistir.

Amplification Curves.

—— DS A. besseyi (4L)
E10: M. incognita

—— F11: P. neglectus

—— HE&: AL i

Dr10: A tritici — D11: M. chitwoodi
— E11: M. luci E12: A tritici

F12: A. rtzemabosi —— G8: A. ritzemabosi

H10: M. hapla —— H11: Life nema

D12 A tritici
—— F8: A fragaria

G10: M. arenaria

H12: Water

—— E8: A. besseyi (64L)
F10: M. javanica
— G11: P. thornei

49153
44.653]
40,153

= 35.663
&=
$ 31.153]
5 26653
T 22.153]
@ 17663
g

£ 12153
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4153

0,347 T

2 4 3 8 0 12 14 16 18 o 22 24 2 28 3 32 34
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Sekil 4. 3. Aphelenchoides besseyi’nin spesikliginin real-time PCR’da tespiti

Cizelge 4. 1. Gelistirilen primerler ve probun optimizasyon kosullari

Esik Dongiisii (Ct) Degeri

Kosul 1 Kosul 2 Kosul 3
Tiirler Sicaklik 63 °C Sicaklik 60 °C Sicaklik 60°C
Dongii Dongii Dongii
45 45 35
A. besseyi (4 L) 27.89 26.10 24.78
A. besseyi (16 L) 20.73 21.88 21.33
A. fragaria (5 L)
A. ritzemabosi (5 L) 37.35 37.14

A. subtenuis (5 L)
A. tritici

M. incognita
M. javanica
M. arenaria
M. hapla

M. chitwoodi
M. luci

P. neglectus
P. thornei
Oryza sativa

- Amplifikasyon egrisi goriilmemistir. L: Larva, Ct: Esik dongiisii
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4.4. TagMan Probun Hassasiyetinin Tespiti
4.4.1. En diisiik DNA miktarinin tespiti
4.4.1.1. Genomik DNA’nin tespiti

Tek A. besseyi larvasindan elde edilmis 50 pg’lik genomik DNA’nin 1/10
oraninda seyreltilmesi sonucunda Ct degerleri 29.55(%+0.10)-39.11(£.89) arasinda elde
edilmistir. Amplifikasyon egrisi ve standart egrisi Sekil 4.4 a, b’de belirtilmistir.

Al S0pg A2 Spy A3 0%pg AL 005 pg A% 0005 pg AS. 0.0005 pg
| AT: 000005 pg AS: 0 000005 pg H1Z s

48185

43685

NES
0165
25685

21185

Fluorescence (465.510)

16 685

t AN
@ %8 @
b R

Standard Curve

o

[—S!d curve ¢ Samples ]

2 R*=0,95

o E= %53

Crossing Point
NBEBLPYBLRELEES
/
/

3 4 5 6 7 8
Log Concentration

Sekil 4. 4. Aphelenchoides besseyi DNA’sin qPCR’da 1/10 oraninda seyreltilmesi
sonucu elde edilen degerler, @) Amplifikasyon egrisi b) Standart egri

Tek bir A. besseyi genomik DNA’s1 0.0005 pg’a kadar real-time PCR’da tespit
edilebilmektedir. Ct degerlerine gore elde ettigimiz standart egrinin denklemi
y = —2.48x + 27.73, korelasyon katsayis1 (R?) 0.95 ve real-time PCR etkinligi (E)
%353 oldugu tespit edilmistir.
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4.4.1.2. Plazmid DNA’nin tespiti

Tek bir A. besseyi DNA’sidan klonlanan plazmid DNA (9.3X10%)’nin Ct
degerleri 5.00(+0.0)-31.61(+0.04) arasinda elde edilmistir (Sekil 4.5 a, b)

-

a

~r
Ampification Curves

— W1 110
H6: 11000000

— H2: 11100
—— HT7: 110000000

H3: 11000 — H¢
H8: 17100000000 — H9

1/10000
171000000000

HS: 17100000
H12: Water

62380
56.380
50 380 - - —
- 44380
:
§ 3380 , ,
bl / , "
< 32380 y
§ 2630
5 20380
2
14380
8380
2380 ‘o = o

-3620

Standard Curve

b — Sid. curve + Samples I

R2=0,99

—i0
y=-344x + 3561 E=2695

1M
8
6]
L

i 2 3 4 5 6 7 8 3
Log Concentration

Sekil 4. 5. Aphelenchoides besseyi plazmid DNA’simnin qPCR’da 1/10 oraninda
seyreltilmesi sonucu elde edilen degerler, a) Amplifikasyon egrisi b) Standart egri

Plazmid DNA nin en kiiciik SSU rDNA gen kopya sayis1 9.3X10% olarak tespit
edilmigtir.  Amplifikasyon egrisi sonucu olusan standart egrinin  denklemi
y = —3.44x + 35.61, korelasyon katsayis1t 0.99 ve PCR etkinligi %99 olarak
bulunmustur.
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4.4.2. Farkh biyolojik donemlerinin tespiti

Aphelenchoides besseyi’nin 1’er adet yumurta, larva, erkek ve disi bireylerinin
real-time PCR’da hizli sekilde tanimlanip-tanimlanamayacagi incelenmistir. Sonug
olarak, A. besseyi tiim yasam donemlerinde amplifikasyon egrisi gozlemlenmis,
ortalama Ct degerleri sirasiyla ise 28.00 (+0.34), 28.20 (£0.27), 29.38 (£0.38), 27.86
(£0.39) olarak bulunmustur (Sekil 4.6). Elde edilen Ct degerleri karsilastirildiginda
herhangi bir istatistiksel fark bulunmamistir. Sonug olarak, A. besseyi’nin herhangi bir
biyolojik doneminde tanimlanmasi yapilabilmistir (Cizelge 4.2)

Amplification Curves

— G1:Egg — 32:J2-)J4 — G3:Male — G4 Female H12: Water

Cycles

Sekil 4. 6. Aphelenchoides besseyi’nin biyolojik donemlerinin amplifikasyon egrisi

Cizelge 4. 2. Aphelenchoides besseyi’nin biyolojik déonemlerinin Ct degerleri

. Esik dongiisii (Ct)

A. besseyi Deneme 1 Deneme 2 Deneme 3 Ort.* + SE
Yumurta 28.20 27.35 28.46 28.00+£0.34a
Larva (L2-L4) 28.16 27.77 28.69 2820+£027a
Erkek 30.15 28.99 29.01 2938 £0.38a
Disi 27.85 27.19 28.54 27.86+039a

*Ayni siitunda bulunan ortalamalarin ayni harfler arasinda fark 6nemli degildir (P=0.05, Tukey’s F test)
SE: Standart hata

4.4.3. Dogrudan bulasik celtik parcalarindan Aphelenchoides besseyi’nin tespiti

Dogrudan ¢eltik dokularindan elde edilen A. besseyi DNA’s1 real-time PCR’da
calisma sonucu bulagik ve pozitif kontrolde amplifikasyon egrisi gozlemlenirken negatif
kontrolde ve temiz ¢eltik pargalarinda ve ¢eltik bitkisinin DNA’sinda herhangi bir
amplifikasyon egrisi gozlemlenmemistir. Elde edilen Ct degerleri sirasiyla 29.27
(£1.25), 23.64 (+0.59), 28.00 (+2.14), 27.81 (£0.20), 27.38 (+0.51) ve 21.50 (+0.26)
olarak bulunmustur.
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Cizelge 4. 3. Bulasik dokudan elde edilen Aphelenchoides besseyi’nin Ct degerleri

Esik dongiisii (Ct) Degeri

Ornekler
Deneme 1 Deneme 2 Deneme 3 Deneme 4 Ort.* + SE

A. besseyi (1L) 27.58 27.34 27.58 28.37 27.81+0.20 ab
A. besseyi (4 L) 26.10 27.11 27.89 28.43 27.38+0.51 ab
A. besseyi (64 L) 21.88 21.70 20.73 21.68 21.50+0.26 ¢
Bulagik Dane 31.01 31.41 28.68 25.99 2927+125a
Bulagik Kavuz 24.21 24.74 23.59 22.01 23.63 +0.59 bc
Bulagik Celtik 26.86 26.92 34.10 2411 28.00 £ 2.14 ab
Temiz Dane - - -

Temiz Kavuz - - -

Temiz Celtik

Oryza sativa

SE: Standard hata

* Ayni siitunda bulunan ortlamalarin ayni harfler arasinda fark 6nemli degildir (P=0.05, Tukey’s F test).
- Amplifikasyon egrisi goriilmemistir.

4.4.4. DNA izolasyonsuz Aphelenchoides besseyi’nin real-time PCR’da tespiti

Nematod bireylerinden DNA izolasyonu yapilmadan A. besseyi’nin canli
larvalarinin tespiti yapilmistir. Elde edilen verilere gore, canli 1 adet nematodun Ct
degeri 37.18, canl1 2 adet nematodun Ct degeri ise 34.19 olarak bulunmustur (Sekil 4.7).

Amplification Curves

—— F1: life one nematode

HE: Water

- F5: life two nematode F&: life enfected hull —— F11: life enfected paddy ‘

10 15 20 25 30 S 40 45
Cycles

Sekil 4. 7. Aphelenchoides besseyi’nin DNA izolasyonsuz real-time PCR’da tespiti

Bulasik ¢eltik dokularinin DNA izolasyonu yapilmadan A. besseyi’nin tespiti
icinde real time PCR yapilmistir. Fakat sistem c¢alismamistir. Ciinkii real-time PCR’1n
caligma prensibinde floresans 1s1masi sonucu Ct degeri okuma gerceklestigi i¢in bulasik
celtik dokularinin 15181 absorbe etmesinden kaynakli Ct degerleri elde edilememistir.
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4.4.5. Aphelenchoides tiirleri arasindan Aphelenchoides besseyi’nin tespiti

Aphelenchoides besseyi’nin DNA’s1 diger yakin tiirler ile birlestirilmis ve real
time PCR yapilmistir. Karigik popiilasyonlar arasinda A. besseyi tanimlanmistir.
Tasarlanan probun A. besseyi’ye spesifik oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4. 4. Aphelenchoides besseyi’nin karisik 6rneklerin icinden qPCR ile tespiti

Ornekler Esik dongiisii (Ct)

A. besseyi 24.22
A. fragariae -

A. ritzemabosi -

A. subtenuis -

A. besseyi+A. fragariae 22.79
A. besseyi+A. ritzemabosi 22.94
A. besseyi+A. subtenuis 22.84
A. besseyi+A. fragariae+A. ritzemabosi 25.04
A. besseyi+A. fragariae+A. subtenuis 24.94
A. besseyi+A. ritzemabosi+A. subtenuis 24.89
A. besseyi+A. fragariae+A. ritzemabosi+A. subtenuis. 22.77

- Amplifikasyon egrisi goriilmemistir
4.5. Aphelenchoides besseyi’nin Nicel Analizi

Marmara Bolgesi’nden toplanmis geltik ve kavuz drneklerinde A. besseyi sayinin
tahmin edilmesini saglayacak standart egrinin denklemi icin iki farkli grup calisilmistir.

1. Grup:1, 2, 8, 16, 32 ve 64 adet larvanin Ct degerleri sirasiyla 27.93(£2.23),
27.80(x0.18), 24.68(+0.14), 23.75(+0.37), 22.80(+0.30) ve 22.32(+£0.36) olarak elde
edilmistir. Bu verilere gore elde edilen regresyon dogrusu y=-3.70x+28.94, korelasyon
katsay1s1 R?=0.92, qPCR etkinligi ise %86 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.8 a, b).

2. Grupta: 1, 2, 8, 16, 32, 64, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 ve
1000 adet A. besseyi larvalarinin Ct degerleri ise sirasiyla, 27.87(+0.17), 27.83(%0.15),
24.39(x0.21), 23.72(£0.34), 22.66(£0.17), 22.35(+0.49), 22.04(+0.02), 21.19(+0.35),
20.52(£0.57), 19.91(+0.57), 19.25(+0.38), 18.97(£0.50), 18.63(x0.50), 18.48(+0.30),
17.29(x0.97) ve 17.18(£0.64) elde edilmistir. Regresyon dogrusu y=-3.35x+28.16,
korelasyon katsayis1t R?=0.97, qPCR etkinligi %98 oldugu bulunmustur (Sekil 4.9 a, b).
Negatif kontrolde herhangi bir amplifikasyon degeri elde edilmemistir.
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(At —a22 Ad4 A4S AS 18 AB.32  — AT B4 — AT water |

Fluotescence ($65-510)

B R RS
# % %8 % ¥ ¥ 8 & 8

Standart egri Ri=092

15 y=-3.70x + 28.94

0 0,5 1 1,5 2

A. besseyi’nin logaritmik sayisi

Sekil 4. 8. Grup 1’in @) amplifikasyon egrisi ve b) standart egri
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a Ampificston Curves
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Sekil 4. 9. Grup 2’nin a) Amplifikasyon egrisi b) Standart egri

Grup 1 ve Grup 2 analizleri sonucu edilen veriler karsilastirildiginda Grup 2’nin
rekrasyon egrisinin denklemi kavuzda ve geltikte A. besseyi sayilarini tahmin etmede
kullanilmasina karar verilmistir. Sonuglar Cizelge 4.5’de ve 4.7’da verilmistir.
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Cizelge 4. 5. Marmara Bolgesi’'nden toplanan celtik orneklerinde Aphelenchoides
besseyi miktari

Morfol. Real-time PCR
No Tiir Konuk¢u/Cesit Orijin z]“.‘glgmr Ct-1 Ct-2 Ort.Ct LDL*
celtik)
1 Celtik/ Bilinmeyen Ipsala, Edirne 1 31.35 32.82 32.08 0.06
2 Celtik/ Bilinmeyen Ipsala, Edirne - - - - -
3 Celtik / Cameo Ipsala, Edirne - - - - -
4 Celtik /Luna Ipsala, Edirne 4 28.90 28.46 28.68 0.69
5 Celtik / Bilinmeyen Ipsala, Edirne 3 27.22 32.62 29.92 0.29
6 Celtik / Krasnador Rusya - - - - -
7 Celtik / Luna Kadidondurma koyili/ Merig, Edirne - - - - -
8 Celtik / Luna Kadidondurma koyii/Merig, Edirne 1 31.27 33.13 32.20 0.06
9 Celtik / Kale Solarli koyti/ Uzunképrii, Edirne - - - - -
10 Celtik / Kale Solarli koyli/ Uzunképrii, Edirne - - - - -
11 Celtik / Luna Solarli kéytli/ Uzunk6prii, Edirne - - - - -
12 Celtik / Luna Solarli kdyli/ Uzunképrii, Edirne - - - - -
13 Celtik / Osmancik Solarli koyii/ Uzunkoprii, Edirne - - - - -
14 Celtik / Osmancik Solarli kéyti/ Uzunkoprii, Edirne 2 31.32 32.59 31.95 0.07
15 Celtik / Bilinmeyen Arnavutkdy/Merig, Edirne 5 31.25 32.34 31.79 0.08
16 Celtik / Bilinmeyen Arnavutkdy/Merig, Edirne - - - - -
17 Celtik / Yatkin Akincilar koyii/Merig, Edirne - - - - -
18 Celtik / Yatkin Akincilar koyii/Meri¢ Edirne 1 30.99 33.67 32.33 0.05
19 Celtik / Yatkin Karakasim/ Merkez, Edirne 1 31.53 32.8 32.16 0.06
20 Celtik / Yatkin Karakasim/ Merkez, Edirne 9 27.94 27.17 27.55 151
21 Celtik / Luna Karakasim / Merkez, Edirne 3 31.29 32.8 32.04 0.06
22 Celtik / Luna Karakasim/ Merkez, Edime - - - - -
23 Celtik / Luna Merig, Edirne - - - - -
24 Celtik / Luna Merig, Edirne - - - - -
25 Celtik / Bilinmeyen Balaban koy/ Merkez, Edirne - - - - -
26 Celtik / Bilinmeyen Balaban koy/ Merkez, Edimne - - - - -
27 Celtik / Yatkin Solarli koyii/ Uzunkoprii, Edirne 15 23.90 24.25 24.07 16.57
28 Celtik / Yatkin Solarli koyii/ Uzunkoprii, Edirne 14 23.69 23.84 23.76  20.50
29 Celtik / Cakmak Solarli kéyii/ Uzunk6prii, Edirne 7 26.66 28.30 27.48 1.59
30 _ Celtik / Cakmak Solarli koyii/ Uzunkoprii, Edirne - - - - -
31 § Celtik / Yatkin Hayrabolu, Tekirdag - - - - -
32 8 Celtik / Yatkin Hayrabolu, Tekirdag 2 31.60 32.61 32.10 0.06
33 < Celtik / Yatkin Hayrabolu, Tekirdag - - - - -
34 < Celtik / Yatkin Hayrabolu, Tekirdag 4 30.33 31.79 31.06 0.13
35 Celtik / Luna Hayrabolu, Tekirdag 1 31.95 32.97 32.46 0.05
36 Celtik / Luna Hayrabolu, Tekirdag - - - - -
37 Celtik / Osmancik Hayrabolu, Tekirdag - - - - -
38 Celtik / Osmancik Hayrabolu, Tekirdag 1 31.35 32.64 31.99 0.07
39 Celtik / Bilinmeyen Pehlivankdy, Kirklareli - - - - -
40 Celtik / Bilinmeyen Pehlivankdy, Kirklareli 1 31.12 32.69 31.90 0.07
41 Celtik /Osmancik Pehlivankéy, Kirklareli 1 30.72 32.50 31.61 0.09
42 Celtik /Osmancik Pehlivankdy, Kirklareli 3 27.64 30.78 29.21 0.48
43 Celtik / Yatkmn Tevfikine/ Ipsala, Edirne - - - - -
44 Celtik / Yatkin Tevfikine/ Ipsala, Edirne 2 31.57 32.84 32.20 0.06
45 Celtik / Yatkimn Solarli kéyii/ Uzunk6prii, Edirne - - - - -
46 Celtik / Yatkin Solarli kéyii/ Uzunkdprii, Edirne 4 28.91 27.08 27.99 1.12
47 Celtik / Bilinmeyen Pehlivankdy, Kirklareli 2 31.18 30.92 31.05 0.13
48 Celtik / Bilinmeyen Pehlivankdy, Kirklareli - - - - -
49 Celtik / Cameo Gorece/Uzunk6prii, Edirne 2 30.46 30,11 30.28 0.23
50 Celtik / Cameo Gorece/Uzunkoprii, Edirne 29 23.85 23.46 2365 2211
51 Celtik / Bilinmeyen Solarl kdyii/ Uzunk6prii, Edirne 5 28.57 27.13 26.01 4.36
52 Celtik / Bilinmeyen Solarh kéyii/ Uzunkoprii, Edirne 4 30.85 30.89 30.87 0.15
53 Celtik /Osmancik Erhaniye/Kesan, Edirne - - - - -
54 Celtik /Osmancik Erhaniye/Kesan, Edirne - - - - -
55 Celtik / Cameo Kadriye, Merkez/ Edirne 2 31.51 31.35 31.43 0.10
56 Celtik / Cameo Kadriye/ Merkez, Edirne 3 30.78 30.55 30.66 0.17
57 Celtik / Cameo Balabank6y/Uzunkoprii, Edirne 1 30.48 30.57 30.52 0.19
58 Celtik / Cameo Balabank6y/Uzunkoprii, Edirne 4 28.75 28.36 28.55 0.76
59 Celtik / Unknown Pehlivankdy, Kirklareli 1 31.16 31.25 31.20 0.12
60 Celtik / Unkown Pehlivankdy, Kirklareli 1 31.29 31.18 31.23 0.12
61 Celtik / Kiziltan Sigircik/Uzunkoprii, Edirne - - - - -
62 Celtik / Kiziltan S1gircik/Uzunkoprii, Edime 1 30.48 30.64 30.56 0.19
63 Celtik / Cameo Uzunkdprii, Edirne 1 26.93 26.93 26.93 2.32
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Cizelge 4. 5.in devam1

Morfol. Real-time PCR
No  Tir Konukeu/Cesit Orijin ?]“_‘(})llgmr Ct-1 Ct-2 Ort.Ct LDL*

celtik)
64 Celtik / Osmancik Uzunkoprii, Edirne 2 28.04 27.68 27.86 1.22
65 Celtik / Vasko Uzunkopri, Edirne 1 30.86 30.97 30.91 0.15
66 Celtik / Vasko Uzunkopri, Edime - - - - -
67 Celtik / Cameo Kesan, Edirne 2 29.01 27.71 28.36 0.87
68 Celtik / Yatkin Kesan, Edirne 1 30.55 30.97 30.76 0.16
69 Celtik / Osmancik Kesan, Edirne - - - - -
70 Celtik / Cameo Karpuzluw/ipsala, Edirne - - - - -
71 Celtik / Yatkin Karpuzlu/ipsala, Edirne - - - -
72 Celtik / Yatkin Karpuzlu/ipsala, Edirne - - - - -
73 Celtik / Yatkin Karpuzlu/ipsala, Edirne - - - - -
74 Celtik / Cameo Pehlivankdy, Kirklareli 8 25.39 26.54 25.96 452
75 Celtik / Krasnador Rusya 1 29.10 28.84 28.97 0.57
76 Celtik / Luna Pasakoy/Ipsala, Edirne - - - - -
77 Celtik / Luna Pasakdy/ipsala, Edirne - - - - -
78 Celtik / Cameo Yeni karpuzlu/ipsala, Edirne - - - -
79 Celtik / Cameo Koyuntepe/ipsala, Edirne - - - - -
80 Celtik / Luna Koyuntepe/ipsala, Edirne - - - - -
81 Celtik / Luna Koyuntepe/ipsala, Edirne - - - - -
82 _ Celtik / Luna Yeni Karpuzluw/ipsala, Edirne - - - - -
83 8;>" Celtik / Luna 1psala, Edirne - - - - -
84 8 Celtik / Luna Ipsala, Edirne - - - - -
85 < Celtik / Luna Pasakoy/Ipsala, Edirne - - - - -
86 < Celtik / Luna Kadidondurma/Merig, Edime - - - - -
87 Celtik /Ulfet Karpuzlu/ipsala, Edirne - - - - -
88 Celtik / Luna Pasakoy/Ipsala, Edirne - - - - -
89 Celtik/ Luna Tiirkmen/ Kesan, Edirne - - - - -
90 Celtik/ Luna Orhaniye/Merkez, Edirne - - - - -
91 Celtik/ Luna Karpuzlu/ipsala, Edirne - - - - -
92 Celtik/ Yatkin Karpuzlu/ipsala, Edirne - - - - -
93 Celtik / Bilinmeyen Ipsala, Edirne - - - - -
94 Celtik / Bilinmeyen ipsala, Edirne - - - -
95 Celtik / Bilinmeyen Ipsala, Edirne - - - - -
96 Celtik / Bilinmeyen Ipsala, Edirne - - - - -
89 Celtik / Luna Tiirkmen/ Kesan, Edirne - - - - -
90 Celtik / Luna Orhaniye/Merkez, Edirne - - - - -
91 Celtik / Luna Karpuzlu/ipsala, Edirne - - - - -
92 Celtik / Yatkmn Karpuzlw/ipsala, Edirne - - - - -
93 Celtik / Bilinmeyen Ipsala, Edirne - - - - -
94 Celtik / Bilinmeyen Ipsala, Edirne - - - - -
95 Celtik / Bilinmeyen Ipsala, Edirne - - - - -
96 Celtik /Bilinmeyen ipsala, Edirne - - - - -

- Amplifikasyon egrisi goriilmemistir

*LDL: Low detection limit

Toplanan 96 adet c¢eltik Ornegi

morfolojik olarak mikroskop altinda

incelendiginde 41 adet 6rnegin A. besseyi ile bulasik oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5).
Bulagik 6rneklerden elde edilen DNA’larin hepsinde real-time PCR’da amplifikasyon
egrisi olusmustur. Ayn1 zamanda, pozitif kontrolde de amplifikasyon egri olusurken
negatif kontrolde herhangi bir amplifikasyon egri gozlemlenmemistir. Real-time
PCR’da elde edilen Ct degerlerinin ortalamalarindan en diisiik nematod miktar1 (LDL)
0.05-22.11 arasinda bulunmustur. Ayrica, elde edilen Ct degerlerine gore diisiik, orta ve
yiiksek olmak {izere ii¢ seviyeden olusan skala degeri olusturulmustur (Cizelge 4.6). Bu
skala degerine gore 38 adet ornek diisiik bulagik seviyesi gosterirken 3 adet drnek orta
derecede bulasik géstermistir.
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Cizelge 4. 6. Aphelenchoides besseyi’nin Ct degerlerine gore olusturulmus bulagsma
skalas1

Seviye Ct degeri Nematod sayisi
Diisiik 40.00-24.81 1-10

Orta 21.47-24.80 11-99
Yiiksek 17.00-21.46 >100

Toplanan 96 adet kavuz oOrnegi morfolojik olarak mikroskop altinda
incelendiginde 54 adet 6rnegin A. besseyi ile bulasik oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.7).
Bulasik 6rneklerden elde ettigimiz DNA’larda ve pozitif kontrolde amplifikasyon egrisi
olusmustur. Beklendigi gibi negatif kontrolde ise amplifikasyon egrisi
gozlemlenmemistir. Real-time PCR’da elde edilen Ct degerlerinin ortalamalarindan en
diisiik nematod miktar1 (LDL) 0.20- 221.95 arasinda tespit edilmistir. Skalaya gore 43
adet Ornegin diisiikk seviyede, 7 adet 6rnegin orta seviyede, 4 adet 6rnegin de yiiksek
seviyede bulasik oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4. 7. Marmara
besseyi miktari

Bolgesi’nden toplanan kavuz orneklerinde Aphelenchoides

Morfol. Real-time PCR
No Tir  Konukcu/Cesit Orijin S(Zy;l:l Ct-1 Ct-2 Ort.Ct LDL*
kavuz)

1 Kavuz/ Bilinmeyen Ipsala, Edirne 1 30.01 30.04 30.02 0.27
2 Kavuz / Bilinmeyen ipsala, Edirne 2 25.04 27.62 26.33 3.50
3 Kavuz / Cameo Ipsala, Edirne 7 24.22 26.11 25.16 7.80
4 Kavuz / Luna Ipsala, Edirne 10 24.87 25.69 2528 7.20
5 Kavuz / Bilinmeyen ipsala, Edirne 6 25.57 26.00 25.78 5.11
6 Kavuz / Krashador Rusya 5 25.94 26.24 26.09 4.14
7 Kavuz / Luna Kadidondurma kdyii/ Merig, Edirne 1 26.35 28.84 27.59 1.47
8 Kavuz / Luna Kadidondurma koyii/Merig, Edirne - - - - -

9 Kavuz / Kale Solarli kéyii/ Uzunk6prii, Edirne 8 24.74 24.83 2478  10.17
10 Kavuz / Kale Solarli k6yti/ Uzunképrii, Edirne - - - - -
11 Kavuz / Luna Solarli kéyii/ Uzunk6prii, Edirne 3 26.61 26.04 26.32 3.52
12 Kavuz / Luna Solarl koyii/ Uzunk6prii, Edirne - - - - -
13 Kavuz / Osmancik Solarli kéyii/ Uzunk6prii, Edirne 2 26.29 26.47 26.38  3.32
14 Kavuz / Osmancik Solarli kéyii/ Uzunk6prii, Edirne 1 26.93 271.72 27.32 1.77
15 Kavuz / Bilinmeyen Arnavutkdy/Merig, Edirne 3 27.19 27.85 2752 155
16 Kavuz / Bilinmeyen Arnavutkéy/Merig, Edirne 2 26.91 26.55 26.73  2.67
17 Kavuz / Yatkin Akincilar koyii/Merig, Edirne 3 26.70 26.95 26.82 2.50
18 'z, Kavuz/ Yatkin Akincilar koyii/Meri¢ Edirne - - - - -
19 § Kavuz / Yatkin Karakasim/ Merkez, Edirne - - - - -
20 2 Kavuz / Yatkin Karakasim/ Merkez, Edirne 34 23.17 23.46 2331 2794
21 < Kavuz / Luna Karakasim / Merkez, Edirne 1 27.64 28.11 27.87 1.21
22 Kavuz / Luna Karakasim/ Merkez, Edirne - - - - -
23 Kavuz / Luna Merig, Edirne - - - - -
24 Kavuz / Luna Merig, Edirne 5 25.22 26.12 25.67 5.563
25 Kavuz / Bilinmeyen Balaban kdy/ Merkez, Edimne 14 23.25 23.90 2357 23.36
26 Kavuz / Bilinmeyen Balaban koy/ Merkez, Edirne - - - - -
27 Kavuz / Yatkin Solarli kéyii/ Uzunk6prii, Edirne 145 20.11 20.49 20.30 221.95
28 Kavuz / Yatkin Solarli kéyti/ Uzunk6prii, Edirne 120 21.16 21.25 21.20 119.15
29 Kavuz / Cakmak Solarli kéyii/ Uzunk6prii, Edirne 1 27.72 28.33 28.02 1.09
30 Kavuz / Cakmak Solarli kéyil/ Uzunk6prii, Edirne 8 25.49 25.16 25.32 7.01
31 Kavuz / Yatkin Hayrabolu, Tekirdag 1 29.86 30.16 30.01 0.28
32 Kavuz / Yatkin Hayrabolu, Tekirdag - - - - -
33 Kavuz / Yatkin Hayrabolu, Tekirdag 2 27.51 27.89 27.70 1.37
34 Kavuz / Yatkin Hayrabolu, Tekirdag 1 26.87 28.28 27.57 1.49
35 Kavuz / Luna Hayrabolu, Tekirdag 1 27.85 27.94 27.89 1.19
36 Kavuz / Luna Hayrabolu, Tekirdag - - - - -
37 Kavuz / Osmancik Hayrabolu, Tekirdag - - - - -
38 Kavuz / Osmancik Hayrabolu, Tekirdag 3 27.71 27.74 27.72 1.34
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Cizelge 4.7.’nin devami1

Morfol. Real-time PCR

No Speci Konuke¢u/Cesit Orijin sayim

5ar Ct-1 Ct-2 Ort.Ct LDL*

kavuz)

39 Kavuz / Bilinmeyen Pehlivankdy, Kirklareli - - - - -
40 Kavuz / Bilinmeyen Pehlivankdy, Kirklareli - - - - -
41 Kavuz / Osmancik Pehlivankoy, Kirklareli 2 26.03 26.96 26.49 3.14
42 Kavuz / Osmancik Pehlivankdy, Kirklareli - - - - -
43 Kavuz / Yatkin Tevfikine/ Ipsala, Edirne - - - - -
44 Kavuz / Yatkin Tevfikine/ Ipsala, Edirne 5 26.74 26.82 26.78 2.58
45 Kavuz / Yatkin Solarli koyiti/ Uzunk6prii, Edirne 3 27.09 26.82 26.95 2.28
46 Kavuz / Yatkin Solarl koyii/ Uzunkoprii, Edirne 2 27.42 27.83 27.62 144
47 Kavuz / Bilinmeyen Pehlivankoy, Kirklareli - - - - -
48 Kavuz / Bilinmeyen Pehlivankdy, Kirklareli - - - - -
49 Kavuz / Cameo Gorece/Uzunképrii, Edirne 33 23.75 23.08 2341  26.08
50 Kavuz / Cameo Gorece/Uzunképrii, Edirne 2 26.30 26.78 26.54 3.04
51 Kavuz / Bilinmeyen Solarli koyii/ Uzunkoprii, Edirne 4 26.20 26.00 26.10 412
52 Kavuz / Bilinmeyen Solarli koyii/ Uzunkoprii, Edirne 1 26.32 28.79 27.55 151
53 Kavuz / Osmancik Erhaniye/Kesan, Edirne - - - - -
54 Kavuz / Osmancik Erhaniye/Kesan, Edirne 2 29.86 30.80 30.33 0.22
55 Kavuz / Cameo Kadriye, Merkez/ Edirne 4 26.20 26.90 26.55 3.02
56 Kavuz / Cameo Kadriye/ Merkez, Edirne 2 26.40 27.34 26.87 242
57 Kavuz / Cameo Balabankdy/Uzunkdprii, Edirne 1 30.12 30.81 30.46 0.20
58 Kavuz / Cameo Balabank6y/Uzunkoprii, Edirne 1 27.74 28.85 28.29 0,91
59 Kavuz / Bilinmeyen Pehlivankoy, Kirklareli - - - - -
60 Kavuz / Bilinmeyen Pehlivankdy, Kirklareli 1 29.06 30.04 29.55 0.38
61 Kavuz / Kiziltan Sigircik/Uzunkoprii, Edirne - - - - -
62 Kavuz / Kiziltan Sigircik/Uzunk6prii, Edirne 1 29.71 30.65 30.18 0.24
63 Kavuz / Cameo Uzunkdprii, Edirne 75 22.02 21.98 22.00 68.99
64 Kavuz / Osmancik Uzunkoprii, Edirne 4 25.54 25.24 25.37 6.71
65 Kavuz / Vasko Uzunkoprii, Edirne 3 29.48 30.17 29.82 0.31
66 Kavuz / Vasko Uzunkdpri, Edirne - - - - -
67 Kavuz / Cameo Kesan, Edirne 29 24.06 24.05 24.05 16.80
68 Kavuz / Yatkin Kesan, Edirne 6 25.49 25.63 25.56 5.97
69 Kavuz / Osmancik Kesan, Edirne 6 27.20 26.62 26.91 2,36
70 'z, Kavuz / Cameo Karpuzlu/Ipsala, Edirne 324 18.02 19.93 18.97 2.74
71 #  Kavuz/ Yatkin Karpuzlu/Ipsala, Edirne 37 22.49 23.15 22.82 1.59
72 & Kavuz/ Yatkin Karpuzlu/ipsala, Edirne 202 20.63 20.76 20.69 169.18
73 <  Kavuz/ Yatkin Karpuzlu/Ipsala, Edirne 57 22.64 22.49 2256 46.78
74 Kavuz / Cameo Pehlivankoy, Kirklareli 5 26.93 26.05 2649  3.15
75 Kavuz / Krasnador Rusya 9 25.60 25.33 2546  6.37
76 Kavuz / Luna Pasakdy/Ipsala, Edire - - - - -
77 Kavuz / Luna Pasakdy/Ipsala, Edire - - - - -
78 Kavuz / Cameo Yeni karpuzlu/ipsala, Edirne - - - - -
79 Kavuz / Cameo Koyuntepe/ipsala, Edirne - - - - -
80 Kavuz / Luna Koyuntepe/ipsala, Edirne - - - - -
81 Kavuz / Luna Koyuntepe/ipsala, Edirne - - - - -
82 Kavuz / Luna Yeni Karpuzlu/ipsala, Edirne - - - - -
83 Kavuz / Luna Ipsala, Edirne - - - - -
84 Kavuz / Luna Ipsala, Edirne - - - - -
85 Kavuz / Luna Pasakdy, /Ipsala, Edirne - - - - -
86 Kavuz / Luna Kadidondurma/Merig, Edirne - - - - -
87 Kavuz / Ulfet Karpuzlu/Ipsala, Edirne - - - - -
88 Kavuz / Luna Pasakdy/ipsala, Edire - - - - -
89 Kavuz / Luna Tiirkmen/ Kesan, Edirne - - - - -
90 Kavuz / Luna Orhaniye/Merkez, Edirne - - - - -
91 Kavuz / Luna Karpuzlu/Ipsala, Edirne - - - - -
92 Kavuz / Yatkm Karpuzlu/Ipsala, Edirne - - - - -
93 Kavuz / Bilinmeyen Ipsala, Edirne - - - - -
94 Kavuz / Bilinmeyen Ipsala, Edirne - - - -
95 Kavuz / Bilinmeyen Ipsala, Edirne - - - - -
96 Kavuz / Bilinmeyen Ipsala, Edirne - - - - -
89 Kavuz / Luna Tiirkmen/ Kesan, Edirne - - - - -
90 Kavuz / Luna Orhaniye/Merkez, Edirne - - - - -
91 Kavuz / Luna Karpuzlu/ipsala, Edirne - - - - -
92 Kavuz / Yatkin Karpuzlu/ipsala, Edirne - - - - -
93 Kavuz / Bilinmeyen Ipsala, Edirne - - - - -
94 Kavuz / Bilinmeyen Ipsala, Edirne - - - - -
95 Kavuz/ Bilinmeyen Ipsala, Edirne - - - - -
96 Kavuz / Bilinmeyen Ipsala, Edirne - - - - -
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4.6. Aphelenchoides besseyi’nin Canl/Olii Ayriminda PMA ve Reagent D’nin
Karsilastirilmasi

Real-time PCR’da elde edilen Ct degerlerine gore A. besseyi’nin canli-6lii
ayriminda grup i¢i ve gruplar arasi istatistiksel olarak (p=0.05) farkliliklarin oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.8). Buna goére canli bireylerden elde edilmis genomik
DNA’larin Ct degerleri incelendiginde kontrol ve PMA uygulanan 6rneklerde farklilik
gozlemlenmezken Reagent D’nin kontrole gore farkli oldugu tespit edilmistir. Oda
sicakliginda dogal olarak 6len ve 60°C sicak suya maruz birakilan bireylerden elde
edilen kontroliin Ct degerleri, reagent D ve PMA’ya gore daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. Sicak suya (40°C) maruz birakilan A. besseyi’nin larvalarimin kontrol ve
Reagent D uygulamasi sonucu elde edilmis Ct degerleri PMA uygulamasinin Ct
degerine gore yiiksek bulunmustur.

Reagent D soliisyonu grup i¢inde ornekler arasinda karsilastirildiginda ise 60°C
sicak suya maruz birakilan drnegin Ct degeri canli 6rnegin Ct degerinden daha yiiksek
iken dogal olarak 6len ornegin Ct degerlerinden diisiik ¢iktigi tespit edilmistir. Canli
ornegin Ct degeri ile 40°C sicak suya maruz birakilan Ornegin Ct degeri arasinda
herhangi bir farklilik tespit edilmemistir.

PMA soliisyonu uygulanan canli ve 40°C sicak suya maruz birakilan 6rneklerin
arasinda herhangi bir farklilik gozlemlenmemisken bu drnekler ile olii ve 60°C sicak
suya maruz birakilan 6rnekler arasinda 6nemli bir farklilik tespit edilmistir.

Kontrol  grubundaki Ornekler arasinda ise herhangi bir farklilik
gozlemlenmemistir.

Cizelge 4. 8. Aphelenchoides besseyi’nin canli-6li karsilastirmasi igin elde edilen Ct
degerleri

Aphelenchoides

besseyi (50 adet) Reagent D PMA Kontrol
Canli 19.79 B* ¥ 20.44 AB* bY 20.80 A* @
Oliit 2379 A a 2329 A a 2130 B a
40°C? 20.04 AB ¢ 1980 B b 20.46 A a
60°C? 2260 A b 2283 A a 2145 B a

¥ Ayni satir igerisinde ayri biiyiik harf alan ortalamalar arasindaki fark Tukey’s (P=0.05) testine gore 6nemli bulunmustur.
¥ Ayni siitun igerisinde ayr1 kiiciik harf alan ortalamalar arasindaki fark Tukey’s (P=0.05) testine gére dnemli bulunmustur.
1Qda sicakliginda (20 °C) normal 6liim gergeklesen bireyler

2Sicak su banyosunda sicakliga maruz birakilan bireyler
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5. TARTISMA

Aphelenchoides besseyi tohum koékenli karantina zararlisi olup, ¢eltikte 6nemli
derecede ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bundan dolayi, A. besseyi ile yapilacak
miicadelenin basarist i¢in, hizli ve dogru bir sekilde tanimlanmasi 6nemlidir. Bu
calismada Trakya bolgesinde celtik yetistirilen alanlardan toplanan A. besseyi
popiilasyonlar1 molekiiler yontemler (geleneksel PCR ve real time PCR) kullanilarak
tanimlanmis ve ayrica geltik tohumlarinda A. besseyi’nin nicel analizi yapilmstir.

Aphelenchoides bessseyi popiilasyonlarini molekiiler diizeyde tanimlamak i¢in
farkli stratejiler izlenmistir. Bunun i¢in Oncelikle Devran vd. (2017) tarafindan
gelistirilen A. besseyi’ye 6zgii primer setleri kullanilmistir. Celtik alanlarindan toplanip
analize alinan tim orneklerin A. besseyi oldugu belirlenmistir. Sonuglar, Devran vd
(2017) bulgular1 ile uyumluluk gostermistir. Molekiiler calismalarda diger
Aphelenchoides tiirleri (A. fragariae, A. subtenuis ve A. ritzemabosi) kontrol amaglh
olarak analizlere dahil edilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda bir diger yaklasim olarak A.
besseyi’'nin SSU rDNA boélgesinden tasarlanan yeni primerler ile de ayni sekilde
ornekler analize alinmistir. A. besseyi popiilasyonlarinda beklenen DNA bantlari elde
edilmis, yakin tiirlerde ise PCR iiriinii elde edilmemistir. Geleneksel PCR sonucu
Trakya Bolgesi ¢geltik yetistirilen alanlardan A. besseyi oldugu siiphesi ile toplanan tiim
orneklerin ¢eltik beyaz u¢ nematodu oldugu molekiiler olarak teyit edilmistir.

Celtik beyaz u¢ nematodu popiilasyonlarinin molekiiler olarak tanimlanmasi i¢in
baska bir yontem olarak TagMan prob sistemine bagli real time PCR kullanilmistir. Bu
kapsamda A. besseyi’nin SSU rDNA bolgesinden tasarlanan TagMan probu kullanilarak
popiilasyonlarin amplifikasyon egrisi ve Ct degerleri elde edilmisir. Bu ¢alisma i¢in iki
farkli primer seti, 3 farkli real time PCR dongiisiinde ¢alisilmistir. Elde edilen Ct degeri
ve amplifikasyon egrilerine gore, AbF11/Abr22 primer setinin en iyi sonucu verdigi ve
bu primer setinin real time Kosul 3 protokoliinde ¢alistigi belirlenmistir. Rybarczyk-
Mydlowska vd. (2012), A. besseyi, A. fragariae, A. ritzemabosi ve A. subtenuis tiirlerini
SYBR Green I boyasi kullanarak real-time PCR ile tanimlamislardir. Fakat DNA’ya
spesifik olarak baglanmayan (SYBR Green I boyasi vb.) boyalar ile yapilan real-time
PCR yontemi, TagMan real-time PCR yontemine gore daha spesifik tanimlama
gerceklestirmemektedir (La Paz vd. 2007; Sayler vd. 2012). Bu yiizden, TagMan real-
time PCR yontemi bitki parazit nematodlarin tanimlanmasinda son yillarda yaygin
sekilde kullanilmaktadir (Cao vd. 2005; Frangois vd. 2007; Huang vd. 2010). Bu
caligma sonucu gelistirilen TagMan prob, tiim A. besseyi popiilasyonlarinda beklenen
amplifikasyon egrisi olusturmus, diger yakin tiirler ve uzak tiirlerde herhangi bir egri
olusturmamustir. Sonuglar, gelistirilen TagMan probun A. besseyi’ye 6zgii oldugunu
gostermistir.

Aphelenchoides besseyi, Aphelenchoides tiirleri arasinda SSU rDNA
bolgesinden tasarlanan primerler ve TagMan probuyla real-time PCR’da hizli ve dogru
bir sekilde tanimlanmistir. Buonicontro vd. (2018), ¢im alanlarindan elde ettikleri A.
fujianensis ve A. besseyi’yi, LSU rDNA boélgesinden elde edilmis primerler ve TagMan
probuyla real-time PCR’da tanimlamiglardir. Fakat A. fujianensis primer/prob seti A.
fujianensis haricinde bir A. besseyi popiilasyonunda ¢apraz reaksiyon meydana geldigini
ve sebebinin de tasarlanan LSU rDNA boélgesinin varyasyonundan kaynaklandigini
bildirmistir. Daha 6nceki ¢alismalarda, SSU rDNA bolgesi korunmus bir bolge oldugu,
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tiirler aras1 varyasyonun az oldugu ve Aphelenchoides tiirlerinin tanimlanmasinda ve
filogentik haritasinin ¢ikarilmasinda yeterli oldugu bildirilmistir (Chizhov vd. 2006; van
den Elsen vd. 2009; Rybarczyk-Mydlowska vd. 2012). Baska bir ¢alismada, mtCOI
bolgesinden  tasarlanan  primerlerin  dért 6nemli  Aphelenchoides tiiriiniin
tanimlanmasinda ve filogenetik haritasinin olusturulmasinda bagarili olundugu rapor
edilmistir (Sanchez-Monge vd. 2017). Bu ¢alismada, real time PCR kullanilarak, SSU
rDNA bolgesinden tasarlanan probun, Marmara Bolgesi’nde bulunan A. besseyi
popiilasyonlarinin tanimlanmasinda hizli ve giivenilir sonug verdigi tespit edilmistir.

Real-time PCR yontemiyle, A. besseyi’nin tek larvadan elde edilmis genomik
DNA’dan belirlenen en diisiik DNA miktar1 0.0005 pg olarak belirlenmistir. Boylelikle
tek bir larvadan elde edilecek genomik DNA’nin A. besseyi’nin tanimlanmasinda yeterli
oldugu tespit edilmistir. Francois vd. (2007), TagMan denemesiyle Bursaphelenchus
xylophilus’un en diisiik genomik DNA’sin1 1 pg’a tespit ederken, Cao vd. (2005) ve
Huang vd. (2010) en diisiik genomik DNA’simmin 0.01 ng kadar belirlenebilecegi
bildirmistir. Sapkoto vd. (2016), Meloidogyne hapla’nin, TagMan denemesiyle tespit
edilebilecek en diisiik genomik DNA’nin 0.5 pg oldugu bildirilmistir. Meloidogyne
chitwoodi ve M. fallax ise en diisiik genomik DNA miktar1 100 fg olarak belirlenmistir
(Ziljstra ve van Hoof 2006). Bu sonuglar, tek bir larvadan elde edilecek genomik
DNA nin, real-time PCR yonteminde tanimlamak igin yeterli oldugunu gdstermistir.

Plazmide aktarilmis A. besseyi’nin en diisiik gen kopya sayis1 9.3X10? olarak
hesaplanmistir.  Li vd. (2015), yaptiklar1 c¢alismasinda, Anguina pacificae’nin ITS
bolgesinin gen kopya sayist en diisiik 1.25°e kadar tespit edilmistir. Plazmid DNA’nin
seri seyreltmelerin sonucunda elde edilen korelasyon katsayist ve PCR etkinligi,
genomik DNA’ya gore daha iyi sonuglar vermistir. Ciinkii plazmid DNA’siin
konsantrasyonu genomik DNA’nin konsantrasyonuna gore daha yogundur. Fakat
yapilan ¢aligmalar incelendiginde klonlanan genomik DNA’dan miktar tahmini
yapabilmek i¢in ¢aligilan materyalin tek hiicreli bir canli olmas1 gerekmektedir. Clinkii
klonlanan genomik DNA’nin nicel analizinde kullanilan formiil gen sayisi {izerinden
sonu¢ vermektedir. Bdylelikle prokaryotik canlilarin tek hiicreden meydana
gelmesinden dolay1 bu formiilden ortamdaki canlinin  miktar1  kolaylikla
hesaplanabilmektedir. Fakat nematodlar gibi okaryatik canlilarin tespitinde gen kopya
sayist Uzerinden miktar tahmininin yapilmast kesin sonu¢ veremeyeceginden
bireylerden elde edilen genomik DNA’larin seri seyreltmelerinden nematodun en diisiik
DNA miktarinin tahmini yapilmaktadir. Bununla birlikte genomik DNA kullanilarak en
diisik DNA miktarmin tahmininin en biiyilk dezavantaji ise DNA izolasyonu
asamasinda elde edilecek genomik DNA miktarinin istenilen konsantrasyonlarda
olmamasidr.

Birgok bitki parazit nematodlarinin tanimlanmas: ¢ogunlukla ergin bireylerde
(disi ve erkek) bulunan morfolojik karakterlerlere gore yapilmaktadir. Fakat nematod
poplilasyonlarinda, larva donemindeki birey sayisi diger biyolojik donemlerdeki
bireylere gore fazla miktarda bulunmaktadir (Carneiro vd. 2014). Bu durum morfolojik
tanimlamada kullanilacak materyal sayisini smirlamaktadir. Ayrica Aphelenchoides
tirlerinin morfolojik karakterleri birbirlerine ¢ok benzedigi icin A. besseyi’nin
morfolojik olarak tanimlanmasinda zorlanilmaktadir (Hunt 1993). Buna karsin
molekiiler yontemler nematodun tiim biyolojik donemlerine uygulanabilmektedir. Bu
calismada A. besseyi’nin farkli biyolojik donemleri (yumurta, larva, erkek ve disi) real
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time PCR yontemiyle basarili bir sekilde tanimlanmistir. Yiiriitiilen bagka bir ¢aligmada,
Ditylenchus destructor, P. neglectus ve B. xylophilus’un farkli yasam donemlerinin real
time PCR yontemiyle belirlendigi bildirilmistir (Cheng vd. 2015; Yan vd. 2013; Huang
vd. 2010). Elde edilen sonuglar, diger arasgtirmacilarin yapmis oldugu calismalar ile
uyumlu oldugu gorilmiistiir. Boylelikle A. besseyi’nin herhangi bir donemi kullanilarak
hizl1 ve dogru tanimlanmas1 miimkiin olabilecektir. Bu durum tiiriin dogru miicadelesine
imkan sunabilecektir.

Celtik arazilerinden toplanan orneklerden A. besseyi elde etmek igin gelistirilmis
Baermann funnel yontemi basartyla kullanilmaktadir. Fakat bu yontem zaman alic1 ve
yogun is giicli gerektirmektedir. Ayrica bu yontemde sadece larvalar ve erginler elde
edilebilmektedir. Bu olumsuzluklarin iistesinden gelebilmek ig¢in bulagik dokudan
Devran vd. (2017) tarafindan yeni bir yontem gelistirilmistir. Bu yontem ile dogrudan
dokulardan A. besseyi molekiiler olarak tanimlanmistir. Bu ¢alisma kapsaminda Devran
vd. (2017) gelistirdigi yontem real time PCR c¢alismasinda kullanilmistir. Boylelikle
bulasik bir adet dane, kavuz ve cgeltik’ten dogrudan A. besseyi ornekleri real-time
PCR’da 1 saat 15 dk i¢inde hizlica tanimlanmistir. Boylelikle gelistirilmis Baermann
funnel teknigine ihtiyag duyulmadan A. besseyi’nin varligi hizli, hassas ve dogru bir
sekilde TagMan prob ile belirlenmistir. Zijlstra ve van Hoof (2006), M. fallax ve M.
chitwoodi dogrudan patates yumrularindan real-time PCR yontemi ile tanimlanmustir.
Cheng vd. (2015), toprakta ve sarimsak kabugunda bulunan D. destructor’u real-time
PCR ile nicel miktarin1 belirlemistir. Baska bir ¢alismada ise B. xylophilus, dogal
bulasik odun pargalarinin i¢inden real-time PCR ile tespit edilmistir. Elde edilen
sonuglarin 6nceki ¢aligmalar ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Ayrica, karantina zararlisi
tiirlerle miicadelede, hizli ve dogru sekilde tanilanma olduk¢a 6nemli oldugundan,
bulagik dokulardan dogrudan real time PCR yontemiyle tanilama, diger molekiiler
yontemlere gére zaman bakimindan da tasarruf saglayacagi goriillmektedir.

Celtik beyaz u¢ nematodu, hem kavuzda hem de danede bulunmaktadir (Todd ve
Atkins 1958). Bu caligmada TagMan prob kullanilarak kavuz, celtik ve danenin Ct
degerleri karsilagtirllmigtir. Kavuz DNA’sinin Ct degerleri, ¢eltigin ve danenin Ct
degerlerinden oldukea diisiik bulunmustur. Bu bulgular A. besseyi’nin en ¢ok kavuzda
bulundugu real time yontemiyle dogrulanmistir. Tiilek ve Cobanoglu (2011), yapmis
olduklar1 galigmada A. besseyi’nin %97’sinin kavuzda, %3’tiniin de kargoda (kavuzu
alinmig dane) bulundugunu bildirmislerdir. Molekiiler bulgularin, geleneksel sonuglarla
uyumlu oldugu goriilmiistiir. Bu bilgiler nematodun molekiiler tanilanmasi icin ¢eltigin
hangi kisminin kullanilmasinin daha avantajli oldugu belirlenmistir.

Nematodun farkli biyolojik donemlerinden DNA izolasyonu yapilmadan
molekiiler tanilanmasi iizerine sinirlt sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada DNA
izolasyonu yapilmadan canli tek bir larvadan A. besseyi real-time PCR ile tanilanmustir.
Nowaczyk vd. (2008), tek bir kisti (Globedera rostochiensis ve G. artemisiae) pipet
ucuyla ezdikten sonra DNA izolasyonu yapmaksizin real-time PCR ile
tanimlanabilecegi bildirmistir. Bu sonuclar, genomik DNA elde etmek i¢in harcanacak
zamandan ve masraftan tasarruf ederek, dogrudan real-time PCR yontemiyle hizli bir
sekilde tanimlama yapilabilecegini gostermistir. Bu bulgular dogrudan nematod
tiirlerinin real time PCR ile tanimlanamsinda kullanilabilecektir.
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Marmara Bolgesi’nden 2017 yilinda toplanan celtik 6rneklerinin % 49.5’nin A.
besseyi ile bulasik oldugu molekiiler yontemler kullanilarak belirlenmistir. Bulasik
kavuzda A. besseyi’nin bulasiklik oran1 % 56.3 iken geltikte bulasma oran1 % 42.7
oldugu tespit edilmistir. Tiilek ve Cobanoglu (2010) Marmara Bdlgesi’'nden yapmis
olduklart survey calismasinda, 2007 yilinda toplam 90 6rnekte % 18.8, 2008 yilinda
toplam 62 ornekte % 43 A. besseyi ile bulasik oldugunu bildirmislerdir. Molekiiler
sonuglar son 10 yillik zaman diliminde A. besseyi’nin yayginliginin artmis oldugunu
gostermektedir. Nematodun tohum kokenli bir zararli olmasi hizli bir sekilde yayildigini
gostermektedir. Bu yiizden, A. besseyi’nin hizli ve dogru bir sekilde tanimlanmasi etkili
ve basarili miicadele i¢in 6nemli oldugunu goriilmektedir.

Aphelenchoides besseyi’nin bulasik kavuzda ve g¢eltikte miktarinin tahmin
edilmesi tohumluk olarak kullanilacak materyaller i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bu amag
kapsaminda, iki farkli grubun regresyon dogrusu olusturulmustur. Bu iki gruptan en iyi
korelasyon katsayis1 ve PCR etkinligi veren Grup 2’nin regresyon dogrusu se¢ilmistir.
Bu regresyon dogrusuna gore, elde edilen Ct degerleri kullanilarak, kavuzda ve geltikte
bulunan A. besseyi miktar1 hesaplanmistir. Ct degerlerine gore A. besseyi’nin miktarinin
tahmin edilmesini saglayan enfeksiyon skalas1 gelistirilmistir. Bu enfeksiyon skalasi, A.
besseyi miktarlarina goére diisiik, orta ve yiiksek olarak ii¢ gruba ayrilmistir. Li vd.
(2015), real-time PCR yontemiyle olusturduklart regresyon dogrusundan Anguina
tiirlerinin miktarini hesaplamiglardir. Elde edilen verilere gore ise Marmara Bolgesi’nde
A. besseyi’nin enfeksiyonu ¢ogunlukla diisiikk oldugu, ¢cok az drnekte ise yiiksek oldugu
belirlenmistir.

Aphelenchoides besseyi bulasik tohumlarda dormant halde 4. donem larva ve
ergin halde bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmlarda ii¢ y1l depolanmis ¢eltik tohumlarinda
da canli nematodlarin varlig1 tespit edilmistir (Yoshii ve Yamamoto 1950; Nandakumar
vd. 1975). Bu yiizden A. besseyi’ye karsi bir miicadele yontemi olarak tohumlara sicak
su uygulamasi yapilmaktadir. Tiilek (2010), 55-60°C’de 15 dk sicak su uygulamasina
tabi tutulan tohumlarda A. besseyi bireylerinin 6ldiigiinii rapor etmislerdir. Sicak su
uygulamasi sonucu nematodlarin canliliginin tespiti mikroskop altinda incelenerek
yapilabilmektedir. Fakat bu yontem uzun zaman almakta ve yogun emek
gerektirmektedir. Bu yiizden, bu galigmada A. besseyi bireylerinin 6lii veya canli olup-
olmadiklarin1 belirlemek igin real-time PCR’a bagli bir ydntemin gelistirilmesi
amaglanmigtir. Bunun igin real-time PCR uygulama Oncesi Olii/canli organizmanin
ayiriminda kullanilan Reagent D ve PMA kimyasallar1 kullanilmistir. Reagent D ve
PMA 6lu bireylerin hiicrelerine girip DNA’ya fotokimyasal olarak baglanmaktadir.
Real-time PCR sonucuna gore, PMA ve Reagent D’nin Ct degerleri kontrole gére daha
yiiksek degerlerde elde edilmistir. Gruplar arasinda degerlendirildiginde her iki
kimyasalin da etkili oldugu tespit edilirken grup i¢i degerlendirmede ise en 1yi sonuglari
PMA uygulanan orneklerde gozlemlendigi tespit edilmistir. Christoforou vd. (2014),
PMA’nin patates kist nematodunda sicaklik uygulamasi sonrasi oOliilerin ayriminin
basarili sekilde gergeklestigini bildirmistir. Elde edilen sonuglar, bu kimyasallarin A.
besseyi bireylerinin 6lii veya canli ayirirminda kullanilabilecegini gostermistir

45



SONUCLAR E. SERT CELIK

6. SONUCLAR

Diinyada tarimsal iiretimin %70’inden fazlasini tahil {iriinleri olusturmakta ve
piring, bugdaydan sonra en ¢ok tiiketilen ikinci tahil iiriiniidiir (Fageria 2007; FAO
2017). Fakat, son yillarda diinyada piring tiiketimi, yillik kisi bagia 50 kg’dan 60 kg’a
kadar yiikselmistir. 2030 yilina kadar artmakta olan diinya niifusunun gida ihtiyaglarini
karsilamak i¢in mevcut iretilenden %40 daha fazla piring iiretilmesine ihtiyag
duyulacagi tahmin edilmektedir (Khush 2005; IRRI 2017). Bu artan talebi
karsilayabilmek i¢in verim potansiyelini arttirmak ve hastalik etmenleri ve zararlilarin
neden oldugu kayiplari azaltmak gerekmektedir. Celtikte ekonomik kayiplara neden
olan etmenlerin en 6nemlilerinden birisi de 4. besseyi 'dir. Bu nematodun neden oldugu
verim kayiplar1 Cin’de %10-30, Hindistan’da %20, ABD’de %4.9-17.5, Rusya’da %41-
71, Tirkiye’de ise %7.8-52.1 olarak rapor edilmistir (Atkins ve Todd 1959; Tikhonova
1966; Muthukrishnan 1974; Wang 2003; Tiilek vd. 2015).

A. besseyi tohumla tasindig i¢in diinyada celtik iiretimi yapilan ¢ogu bolgede
yaygin olarak bulunmaktadir. A. besseyi, 1982 yilinda sadece 9 iilkenin karantina
listesinde yer alirken 2002 yilinda ise 70 iilkenin karantina listesine alinmistir (Lehman
2002). Celtik beyaz u¢ nematodunun yayilimi sinirlandirabilmek ve etkin bir sekilde
miicadele edebilmek igin A. besseyi’nin hizli, dogru ve giivenilir bir sekilde tanisini
saglayacak molekiiler yontemin gelistirilmesi gerekmektedir. Rybarczyk-Mydlowska
vd. (2012), SYBR Green floresan boyasi kullanarak A. besseyi, A. fragaria, A.
ritzemabosi ve A. subtenuis’u real-time PCR ile tanimlamislardir. SybrGreen floresan
boyast sadece ¢ift sarmal DNA’ya baglandigindan yeni sentezlenen DNA miktari
arttikca florasan sinyalin artigina sebep olmaktadir. SYBR Green hedef olmayan primer-
dimer yapilara da baglandigindan baz1 c¢alismalarda hedef DNA’ya spesifik
olmayabilmektedir. Boylelikle, hedef DNA disinda diger PCR iiriinlerinin de 6l¢gtimii
gerceklesebilmektedir. Bu nedenle amplifikasyonun dogrulugunu kanitlayabilmek igin
melting curve (erime egrisi) analizine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu olumsuzluklar
gidermek i¢in real-time PCR calismalarinda daha spesifik, giivenilir ve hizli sonug
veren hedefe Ozgii problarin (FRET, TagMan, Scorpion vb.) kullanimi tercih
edilebilmektedir (La Paz vd. 2007; Sayler vd. 2012). Buonicontro vd. (2018), LSU
rDNA bolgesinden tasarlanan probu kullanarak real-time PCR ile A. fujianensis ve A.
besseyi’yi tanimlamislardir. Fakat A. fujianensis primer/prob seti, A. besseyi
populasyonunda ¢apraz reaksiyon gergeklestirmistir. Bu durumun primerler ve probun
tasarlandigi LSU rDNA bdélgesinin varyasyonundan kaynaklandigini belirtmislerdir. Bu
olumsuzluklarmn iistesinden gelmek igin A. besseyi’nin tanimlanmasinda SSU rDNA
bolgesinden primer ile TagMan prob tasarlanmig ve ¢alismalarda tekrarli sonug
vermistir.

Calisma sonucunda elde edilen verilere gore tasarlanan TagMan prob seti A.
besseyi’yi hem tiir i¢i hem de tiirler arasindaki bitki paraziti nematodlardan dogru,
hassas ve hizli bir sekilde ayirt edebildigini gostermistir. Ayrica bu TagMan probu; A.
besseyi’yi 0.0005 pg DNA’ya kadar tamimladigi, nematodun biitiin biyolojik
donemlerinde belirlendigini ve nematod ekstraksiyonu yapmadan bulasik celtik
parcalarindan tanimlayabildigi gosterilmistir. Boylelikle tasarlanan TagMan probu ile A.
besseyi real-time PCR kullanilarak hizli, hassas ve giivenilir bir sekilde
tanimlanabilecektir.
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Real-time PCR yontemi kullanilarak, bulasik ¢eltik ve kavuzda bulunan A. besseyi
miktar1 ilk kez bu ¢alismada hesaplanmistir. Boylelikle nematodlarin mikroskop altinda
saymmi ger¢eklesmeden A. besseyi’nin miktariin hesaplanmasi standart egri denklemine
gore yapilarak ve enfeksiyon seviyesi de gelistirilen enfeksiyon skalasiyla
degerlendirilebilecektir. Boylelikle A. besseyi’ye karsi yapilacak miicadele igin strateji
gelistirilmesine katki saglanmis olunacaktir.

Aphelenchoides besseyi bireylerinin canli-6lii ayriminda PMA ve Reagent D
soliisyonlar1 etkili bulunmustur. Bu kimyasallar kullanilarak bulasik ¢eltik ve
kavuzlarda A. besseyi bireylerinin 6li veya canli olup-olmadiklari belirlenebilecektir.

Sonug olarak, A. besseyi tohum koékenli 6nemli bir karantina zararlis1 oldugu igin
dogru zamanda miicadelesi 6nemlidir. Bu g¢alisma kapsaminda gelistirilen TagMan
probu, karantina kurumlarinda, tohum sertifikasyonunda ve 1slah g¢alismalarinda bu
tirtin hizli ve dogru tanimlanmasinda etkin sekilde kullanilabilecektir. Tohumlarin bu
nematod ile bulasik olup-olmadigi molekiiler olarak belirlenerek temiz alanlara
yayilmasinin Oniine gegilebilecektir.
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