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ÖZET 

PATATESTE EKONOMİK AÇIDAN ÖNEMLİ OLAN KÖK-UR VE KİST 

NEMATODLARININ TANILANMASI İÇİN SNP’E BAĞLI KASP 

SİSTEMLERİNİN GELİŞTİRİLMESİ 

Mustafa ÇATALKAYA 

Doktora Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Zübeyir DEVRAN 

Ocak 2024; 63 sayfa 

Patates dünya nüfusunun beslenmesi için temel gıdalardan birisidir. Patates taze 

tüketiminin yanı sıra hayvan yemi, tohumluk ve endüstriyel nişasta olarak da 

kullanılmaktadır. Ekonomik öneme sahip olan patatesin yetiştiriciliğinde pek çok zararlı 

ve hastalık bulunmaktadır. Patates kist nematodlarından Globodera rostochiensis, 

Globodera pallida; kök-ur nematodlarından Meloidogyne hapla ve Meloidogyne 

chitwoodi türleri patates bitkisinin ana zararlılarındandır. Bu türler dünya çapında patates 

üretiminde verim kaybına, market değerinin düşmesine ve üretim alanlarının 

sınırlanmasına sebebiyet vermektedirler. Karantina analizleri ve mücadele stratejilerinin 

belirlenebilmesi için bu türlerin doğru ve hızlı bir şekilde tanılanması gerekmektedir. 

Bu çalışmada; G. rostochiensis, G. pallida, M. hapla ve M. chitwoodi türlerini 

tanılamak için tek nükleotid polimorfizmlerine (SNP) dayanan KASP (Kompetitive 

Allele-Specific PCR) tekniği kullanılmıştır. GenBank (NCBI)’asından bu türlere ait 

diziler kullanılarak her bir tür için spesifik SNP’ler belirlenmiştir. Daha sonra G. 

rostochiensis için KASP-Gr, G. pallida için KASP-Gp, M. hapla için KASP-NMhp ve 

M. chitwoodi için KASP-Mch primerleri geliştirilmiştir. Geliştirilen primerler bu türleri 

birbirlerinden ve diğer bitki paraziti nematodlarından başarılı bir şekilde ayırt 

edebilmiştir. Bu türlerin farklı biyolojik dönemlerinden elde edilen DNA’lar kullanılarak 

tanılamaları yapılmıştır. Globodera rostochiensis ve G. pallida türleri tek bir kist 

üzerinden tanılanabilmiştir. Larva düzeyinde yapılan çalışmalarda G. rostochiensis türü 

için >8 adet larva DNA’sı, G. pallida türü için 1 adet larva DNA’sının bu türleri tanılamak 

için yeterli olduğu belirlenmiştir. Meloidogyne hapla türünü tanılamak için geliştirilen 

KASP-NMhp primerlerinin sadece tek 1 adet larva DNA’sında başarılı bir şekilde 

çalıştığı tespit edilmiştir. Meloidogyne chitwoodi türünü tanılamak için geliştirilen 

KASP-Mch primerlerinin >20 adet larva DNA’sında çalıştığı belirlenmiştir. Ayrıca, 

KASP-Mch primerleri, M. chitwoodi ile enfekteli patates yumrusunun dokusundan 

doğrudan izolasyon yapılarak elde edilen DNA’ları başarılı bir şekilde tanılanmıştır.  

Geliştirilen primerler, başta karantina laboratuvarları olmak üzere pek çok 

uygulama laboratuvarında bu türlerin doğru ve hızlı bir şekilde tanılanabilmesinde 

kullanılabilecektir. 
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ABSTRACT 

 

DEVELOPMENT OF SNP-DEPENDENT KASP SYSTEM FOR THE 

IDENTIFICATION OF ECONOMICALLY IMPORTANT ROOT-KNOT AND 

CYST NEMATODES IN POTATO 

Mustafa ÇATALKAYA 

PhD Thesis in Plant Production 

Supervisor: Prof. Dr. Zübeyir DEVRAN 

January 2024; 63 pages 

Potato is one of the basic foods for feeding the world's population. In addition to 

its fresh consumption, potato is also used as animal feed, seed and industrial starch. 

Cultivation of potato which have economic importance are many pest and diseases. 

Globodera rostochiensis, Globodera pallida species from potato cyst nematodes; 

Meloidogyne hapla and Meloidogyne chitwoodi species from root-knot nematodes are the 

pests of potato plants. These species cause loss of productivity in potato production, 

decrease in market value and limitation of production areas worldwide. These species 

need to be identified accurately and quickly in order to take quarantine measures and 

determine management strategies. 

In this study, KASP (Kompetitive Allele-Specific PCR) technique based on single 

nucleotide polymorphisms (SNP) was used to identify the species G. rostochiensis, G. 

pallida, M. hapla and M. chitwoodi. SNPs were determined for each species using the 

available DNA sequences of these species from GenBank. KASP-Gr, KASP-Gp, KASP-

NMhp and KASP-Mch for G. rostochiensis, G. pallida, M. hapla and M. chitwoodi were 

developed, respectively. These primers were able to successfully distinguish G. 

rostochiensis, G. pallida, M. hapla, M. chitwoodi species from each other and from other 

plant parasitic nematodes. These species were identified using DNA obtained from 

different biological stages. Globodera rostochiensis and G. pallida species were 

identified from one cyst using KASP-Gr and KASP-Gp primers. Studies conducted at the 

larval level showed that >8 juvenils DNAs for the G. rostochiensis species and 1 juvenile 

DNA for the G. pallida species were sufficient to identify these species. KASP-NMhp 

primers developed to identify M. hapla species were found to work successfully in 1 

juvenile DNA. It was determined that the KASP-Mch primers developed to identify M. 

chitwoodi species worked in >20 juvenils DNAs. In addition, KASP-Mch primers 

successfully identified DNAs obtained by direct isolation from infected potato tuber 

tissue with M. chitwoodi. 

The developed primers can be used accurate and quick identification of these 

species in many laboratories, especially quarantine laboratories. 
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ÖNSÖZ 

Patates (Solanum tuberosum L.) kökeni Güney Amerika olan; buğday, çeltik ve 

mısırdan sonra dördüncü en önemli kültür bitkisidir. Patateste verim ve kalite kaybına yol 

açan en önemli zararlıların başında patates kist nematodları (Globodera rostochiensis ve 

G. pallida) ve kök-ur nematodları (Meloidogyne chitwoodi ve M. hapla) gelmektedir. Bu 

türler Türkiye’de Bitki Karantinası Yönetmeliğine göre karantina kapsamında 

bulunmaktadırlar. Bu nedenle bu türlerin hızlı ve doğru bir şekilde tanılanması 

nematodların temiz alanlara yayılmasının önlenmesinde ve mücadele yöntemlerinin 

belirlenmesinde gereklidir. Bu çalışmada G. rostochiensis, G. pallida, M. hapla ve M. 

chitwoodi için SNP’e bağlı KASP primerleri geliştirilerek bu türler; hızlı, güvenilir ve 

tekrar edilebilir şekilde tanılanmıştır. 
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SİMGELER VE KISALTMALAR 

Simgeler 

%   : Yüzde 

°   : Derece 

m   : Metre   

ha   : Hektar 

°C   : Santigrad derece 

€   : Euro 

g   : Gram 

µm   : Mikrometre 

ng   : Nanogram 

μL   : Mikrolitre 

pg   : Pikogram 

ml   : Mililitre 

mM   : Milimolar 

μM   : Mikromolar 

cm   : Santimetre 

dk   : Dakika 

nm   : Nanometre 

bp   : Baz çifti 

>   : Büyüktür 

 

Kısaltmalar 

ABD   : Amerika Birleşik Devletleri 

DNA   : Deoxyribonucleic Acid 

J2   : İkinci dönem larva 
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KASP   : Kompetitive Allele-Specific PCR 

LAMP   : Loop-Mediated Isothermal Amplification 

PCR   : Polymerase Chain Reaction 

QTL   : Quantitative Trait Locus 

RFLP   : Restriction Fragment Lenght Polymorphisms 

SNP   : Single Nucleotide Polymorphisms 

yy.   : Yüzyıl 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xi 
 

ŞEKİLLER DİZİNİ 

Şekil 2.1. Patates kist nematodlarının morfolojik görünüşleri a) Globodera 

tanılaması için perinal ölçümler b) G. rostochiensis ve G. pallida türlerinin vulva-

anal sırt desenleri c) G. rostochiensis ve G. pallida türlerinin sitiletleri (Fleming ve 

Powers 1998) ........................................................................................................................ 9 

Şekil 2.2. (a. ve b.) Meloidogyne hapla’nın perinal kesiti c) Meloidogyne 

chitwoodi’nin perinal kesiti (Hunt ve Handoo 2009) ............................................................ 17 

Şekil 3.1. a) Kök-ur nematodu yumurtalarından J2 elde edilmesi b) Meloidogyne 

chitwoodi ile enfekteli patates yumrularından dişi birey ve yumurta paketinin 

çıkarılması ....................................................................................................................... 24 

Şekil 3.2. a) Ditylenchus destructor enfekteli patates dilimlerinin petriye alınması 

b) Kistlerin Fenwick yöntemi ile elde edilmesi .............................................................. 25 

Şekil 4.1. PITSr3/PITSp4/ITS5 primerleri kullanılarak elde edilen PCR ürünleri. 

M: Moleküler markör (100 bp DNA ladder, Hibrigen), G. rostochiensis örnekleri: 

146, Aly, Nge, Nev, Gr-1, Ni163 ve 14-789/2; G. pallida örnekleri: 14-789/1, Gpa1 

ve 07-998/5 ..................................................................................................................... 31 

Şekil 4.2. JMV1/JMV2/JMVhapla primerleri kullanılarak elde edilen PCR ürünleri. 

M: Moleküler markör (100 bp DNA ladder, Hibrigen), M. chitwoodi örnekleri: Nvs, 

Nde, Mc-2 ve Kon; M. hapla örnekleri: Bul-1, Pop 3 ve Dr .......................................... 31 

Şekil 4.3. a) Inc-K14-F/Inc-K14-R primerleri kullanılarak elde edilen PCR 

ürünleri. M: Moleküler markör (100 bp DNA ladder, Hibrigen), M. incognita 

örnekleri: G7 ve V24.  b) Fjav/Rjav primerleri kullanılarak elde edilen PCR 

ürünleri. M: Moleküler markör (100 bp DNA ladder, Hibrigen), M. javanica 

örnekleri: Bam-1 ve V28 ................................................................................................. 32 

Şekil 4.4. a) Far/Rar primerleri kullanılarak elde edilen PCR ürünleri. M: 

Moleküler markör (100 bp DNA ladder, Hibrigen), M. arenaria örnekleri: K18 ve 

L1. b) Mlf/Mlr primerleri kullanılarak elde edilen PCR ürünleri. M: Moleküler 

markör (100 bp DNA ladder, Hibrigen), M. luci örnekleri: Or-1 ................................... 33 

Şekil 4.5. Üniversal PC2 primerleri ile yapılan KASP çalışması sonrası örneklerin 

endpoint genotyping okuma görüntüsü. Y eksenindeki pembe noktalar tüm 

örneklerin floresans okumalarını, orijindeki gri noktalar suyu göstermektedir .............. 34 

Şekil 4.6. a) KASP-Gr primerleri kullanılarak G. rostochiensis popülasyonlarının 

tanılanması. Grafikteki X ekseninde görünen mavi üçgenler KASP-Gr primerleri 

kullanılarak G. rostochiensis örneklerinin floresan okumalarını, Y eksenindeki gri 

noktalar ise diğer örnekleri ve suyu göstermektedir. b) Globodera rostochiensis 

örneklerine ait 1, 2 ve 4 kistin KASP-Gr primerleri ile tanılanması. Grafikteki X 

ekseninde görünen mavi üçgenler KASP-Gr primerleri kullanılarak G. 

rostochiensis örneklerine ait 1, 2 ve 4 kist DNA’larının floresan okumalarını, Y 

eksenindeki gri nokta ise suyu göstermektedir. c) Globodera rostochiensis 



xii 
 

örneklerine ait 16 ve 32 larvanın KASP-Gr primerleri ile tespit edilmesi. Grafikteki 

X ekseninde görünen mavi üçgenler KASP-Gr primerleri kullanılarak G. 

rostochiensis örneklerine ait 16 ve 32 larvanın DNA’larının floresan okumalarını, 

Y eksenindeki gri nokta ise suyu göstermektedir ............................................................ 35 

Şekil 4.7. a) KASP-Gp primerleri kullanılarak G. pallida popülasyonlarının 

tanılanması. Grafikteki X ekseninde görünen mavi üçgenler KASP-Gp primerleri 

kullanılarak G. pallida örneklerinin floresan okumalarını orijindeki gri noktalar 

diğer örnekleri ve suyu göstermektedir. b) Globodera pallida örneklerine ait 1, 2 

ve 4 kistin KASP-Gp primerleri ile tespit edilmesi. Grafikteki X ekseninde görünen 

mavi üçgenler KASP-Gp primerleri kullanılarak G. pallida örneklerine ait 1, 2 ve 

4 kist DNA’larının floresan okumalarını, orijindeki gri noktalar ise suyu 

göstermektedir. c) Globodera pallida örneklerine ait 1, 2 ve 4 larvanın KASP-Gp 

primerleri ile tespit edilmesi. Grafikteki X ekseninde görünen mavi üçgenler KASP-

Gp primerleri kullanılarak G. pallida örneklerine ait 1, 2 ve 4 larvanın DNA’larının 

floresan okumalarını, Y eksenindeki gri noktalar ise suyu göstermektedir ..................... 36 

Şekil 4.8. a) KASP-NMhp primerleri kullanılarak M. hapla popülasyonlarının 

tanılanması. Grafikteki X ekseninde görünen mavi üçgenler KASP-NMhp primeri 

kullanılarak M. hapla izolatlarının floresan okumalarını, orijindeki gri noktalar 

diğer izolatları ve suyu göstermektedir. b) Meloidogyne hapla örneklerine ait 1, 2, 

4, 8, 16 ve 32 larvanın KASP-NMhp primerleri ile tespit edilmesi. Grafikteki X 

ekseninde görünen mavi üçgenler KASP-NMhp primerleri kullanılarak M. hapla 

örneklerine ait 1, 2, 4, 8, 16 ve 32 larvanın DNA’larının floresan okumalarını, 

orijindeki gri noktalar ise suyu göstermektedir ............................................................... 37 

Şekil 4.9. a) KASP-Mch primerleri kullanılarak M. chitwoodi'ye özgü M. chitwoodi 

popülasyonlarının tanılanması. Grafikteki X ekseninde görünen mavi üçgenler 

KASP-Mch primerleri kullanılarak M. chitwoodi örneklerinin floresan okumalarını, 

Y eksenindeki gri noktalar diğer örnekleri ve suyu göstermektedir. b) Meloidogyne 

chitwoodi örneklerine ait 40 larvanın KASP-Mch primerleri ile tespit edilmesi. 

Grafikteki X ekseninde görünen mavi noktalar KASP-Mch primerleri kullanılarak 

M. chitwoodi örneklerine ait 40 larva DNA’larının floresan okumalarını, Y 

eksenindeki gri noktalar ise suyu göstermektedir c) Patates dokusundan elde edilen 

M. chitwoodi örnek DNA’larının KASP-Mch primerleri ile tanılanması. Grafikteki 

X ekseninde görünen mavi üçgenler KASP-Mch primeri kullanılarak M. chitwoodi 

izolatlarına ait DNA’larının floresan okumalarını, orijindeki gri noktalar ise suyu 

göstermektedir. ................................................................................................................ 38 

 

 

 

 

 

 



xiii 
 

ÇİZELGELER DİZİNİ 

Çizelge 2.1. Globodera rostochiensis ve Globodera pallida kistlerinin morfometrik 

ölçümleri (Subbotin vd. 2010) ................................................................................................ 9 

Çizelge 2.2. Globodera rostochiensis ve Globodera pallida türlerinin ikinci dönem 

larvalarının morfolojileri ve morfometrik ölçümleri (Subbotin vd. 2010) ............................. 9 

Çizelge 2.3. Meloidogyne chitwoodi ile Meloidogyne hapla J2 morfometrik 

ölçümleri (Whitehead 1968; Golden vd. 1980) ........................................................................ 17 

Çizelge 3.1. Çalışmalarda kullanılan bitki paraziti nematodların örnek kodu, 

konukçusu, orijini ve referansı ........................................................................................ 22 

Çizelge 3.2. İzolatların doğrulanması için kullanılan türe özgü primerlerin adları, 

dizilimleri, uzunlukları ve referansı ................................................................................ 26 

Çizelge 3.3. Globodera rostochiensis ve Globodera pallida için geliştirilen KASP 

primerlerinin adları ve dizileri ........................................................................................ 27 

Çizelge 3.4. Meloidogyne hapla ve Meloidogyne chitwoodi için geliştirilen KASP 

primerlerinin adları ve dizileri ........................................................................................ 28 

 

 

 

 

 



GİRİŞ  M. ÇATALKAYA 

1 

1. GİRİŞ 

Önemli bir besin kaynağı olan patates (Solanum tuberosum L.), Solanaceae 

(Patlıcangiller) familyasının bir üyesi olup tek yıllık kültür bitkisidir. Güney Amerika 

orijinli olan patates yaklaşık 150 yıl önce Türkiye’ye girmiş ve Karadeniz’in yaylaları ile 

Doğu Anadolu Bölgesi’nde yetiştirilmeye başlanmıştır. (Esendal 1990, Çaylak 2002). 

Günümüzde Türkiye’nin hemen her yerinde yetiştirilen patates, zengin besin değerlerine 

sahiptir. Patates yumruları, ortalama %15-25 oranında kuru madde içermekte olup 

karbonhidratlar (nişasta), protein, vitaminler (pantotenik asit, folik asit, C, B1, B3, B6 ve 

K) ve mineraller (P, Fe, Cu, Mg ve Mn) açısından oldukça zengindir (Günel vd. 2010). 

Dünyanın açlık sorununa cevap verebilecek bitkilerden olan patates, ekonomik 

kayıplara yol açan birçok hastalık etmeni ve zararlı tarafından tehdit edilmektedir. 

Zararlılar grubu içerisinde yer alan patates kist nematodları ve kök-ur nematodları 

patateste ekonomik kayıp oluşturmaları açısından öne çıkmaktadırlar.  

Patates kist nematodları (PKN) içerisinde Globodera rostochiensis 

(Wollenweber, 1923) Skarbilovich, 1959 (Tylenchida: Heteroderidae) ve Globodera 

pallida (Stone, 1973) Behrens, 1975 (Tylenchida: Heteroderidae) türleri patateste 

ekonomik kayıplara yol açan yaygın türlerdir (Toktay vd. 2020). Konukçusunun köküne 

penetre eden kist nematodlarının ikinci dönem larvaları (J2) bitkinin iletim sisteminde 

beslenmektedirler. Nematodların etkileşime girdikleri hücreler genişleyerek komşu 

hücreler ile bağlantılı hale gelirler ve nematodların besin kaynağını oluştururlar. 

Gelişimini tamamlayan larvalar, olgun dişi bireyler haline geldiklerinde yumurtalarını 

içlerinde muhafaza edecek şekilde kist formuna dönüşürler (Lilley vd. 2005; Williamson 

ve Kumar 2006; Abad ve Williamson 2010). Kistler, toprakta konukçusu olmadan 20 

yıldan daha fazla bir süre boyunca yumurtalarını muhafaza edebilirler (Mburu vd. 2020). 

Patates kist nematodları bitkilerde; gelişim geriliği, sararma, solma ve kurumalara neden 

olurlar (Turner 1996; Turner ve Evans 1998; EPPO 2004). Patates kist nematodlarının 

dünyadaki patates üretimine %12’den fazla bir oranda kayba neden olduğu bildirilmiştir 

(Urwin vd. 2000). Türkiye’de patates kist nematodları (Globodera spp.) ilk kez Bolu ili 

Dörtdivan ilçesinde ithal tohumluk üretilen bir tarlada bulunmuş ve bölge karantinaya 

alınmıştır (Enneli ve Öztürk 1996). Sonraki yıllarda yapılan çalışmalarda İzmir, Nevşehir, 

Niğde, Afyon ve Bolu illerinde yalnızca G. rostochiensis türü tespit edilmiştir (Ulutaş vd. 

2012; Özarslandan vd. 2019; Toktay vd. 2020; Altaş vd. 2020; Demirbaş Pehlivan vd. 

2020; Evlice vd. 2021). 

Zorunlu (obligat) endoparazit organizmalar olan kök-ur nematodları, pek çok 

bitkide zararlara neden olan en önemli bitki paraziti nematod grubunu oluşturmaktadır. 

Kök-ur nematodlarının J2’leri konukçusunun kılcal köklerinden bitkiye giriş yaptıktan 

sonra hücreler arasında hareket ederek iletim demetlerine ulaşırlar ve bu bölgedeki 

hücrelere kendilerini sabitleyerek beslenmeye başlarlar. Beslendikleri bölgelerde çok 

çekirdekli dev hücreler oluştururlar (Williamson 1998; Abad vd. 2003; Caillaud vd. 

2008). Patates yumrusu üzerinde ve kabuğu altında lekelenmelere neden olarak patatesin 

pazar değerini önemli ölçüde düşürürler ve yoğun enfeksiyonlarda pazarlanmasına olanak 

tanımazlar (Vovlas 2005). Patates yetiştiriciliğinde özellikle Meloidogyne chitwoodi 

Golden vd., 1980 (Tylenchida: Meloidogynidae), Meloidogyne hapla Chitwood, 1949 

(Tylenchida: Meloidogynidae), Meloidogyne fallax Karssen, 1996, Meloidogyne 

incognita (Kofoid ve White, 1919) Chitwood, 1949, Meloidogyne javanica (Treub, 
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1885), Chitwood, 1949 ve Meloidogyne arenaria (Neal, 1889), Chitwood, 1949 

ekonomik olarak önemli türler olarak ön plana çıkmaktadır (Ingham vd. 2000; Vovlas vd. 

2005; Hay vd. 2016; Liu ve Grabau 2022; Bacic vd. 2022). Meloidogyne luci Carneiro 

vd., 2014, Meloidogyne enterolobii Yang ve Eisenback, 1983, Meloidogyne hispanica 

Hirschmann, 1986, Meloidogyne minor Karssen vd., 2004, Meloidogyne ethiopica 

Whitehead, 1968 ve Meloidogyne inornata Lordello, 1956 türleri dünyanın farklı 

bölgelerindeki patates alanlarında tespit edilmiş ve potansiyel riskli türler olarak 

değerlendirilmiştir (Karssen vd. 2004; Maleita vd. 2012; Onkendi ve Moleleki 2013; 

Medina vd. 2014; Maleita vd. 2018; Geric Stare vd. 2022). Türkiye’de patates üretimi 

yapılan alanlarda yürütülen çalışmalarda kök-ur nematod türleri tespit edilmiştir. 

Meloidogyne hapla; Niğde, Nevşehir, Aksaray ve İzmir illerinde tespit edilmiştir 

(Özarslandan vd. 2005; Kepenekçi vd. 2006; Demirbaş Pehlivan vd. 2020; Evlice 2021). 

Meloidogyne chitwoodi; Niğde, Nevşehir, Aksaray, Isparta, Kayseri, Konya, İzmir, 

Balıkesir, Kütahya, Manisa ve Bitlis illerinde bulunmuştur (Özarslandan vd. 2009, 

Devran vd. 2009; Yıldız vd. 2009, Özarslandan ve Elekçioğlu 2010; Ulutaş 2010; 

Özarslandan vd. 2013, Evlice ve Bayram 2016; Demirbaş Pehlivan 2020; Evlice 2021). 

Meloidogyne incognita ve M. javanica İzmir’de tespit edilmiştir (Demirbaş Pehlivan 

2020). 

Bitki paraziti nematod türlerinin hızlı ve doğru tanılanması karantina önlemleri ve 

mücadele açısından oldukça önemlidir. Kök-ur nematodlarının ve patates kist 

nematodlarının ikinci dönem larvalarına ve dişi bireylerine ait morfolojik karakterler ve 

morfometrik ölçümler kullanılarak tanılanmaktadırlar (Siddiqi 2000). Ancak, morfolojik 

karakterlerin ve morfometrik ölçümlerin, kimi durumda tür içi varyasyonlar nedeniyle 

yetersiz olması, yetişmiş bir taksonomiste gereksinim duyulması, tanılama sürecinin 

yoğun emek ve zaman alması nedeniyle son yıllarda moleküler teknikler tanılamada 

yaygın olarak kullanılmaktadır. Kök-ur ve patates kist nematodlarının moleküler 

tanılanmasında; klasik PCR (Zijlstra 1997; Bulman ve Marshall 1997), Real-time PCR 

(Zijlstra ve Van Hoof 2006; Nowaczyk vd. 2008; Nyoike vd. 2012; Gamel vd. 2017) ve 

LAMP (Peng vd. 2017, Zhang ve Gleason 2019; Ahuja vd. 2021; Camacho vd. 2021) 

teknikleri kullanılmaktadır. Klasik PCR’ın zaman alması ve jel elektroforez aşamalarında 

hataların olabilmesi; Real-time PCR yönteminde kullanılan SYBR Green I boyasının 

kimi durumlarda özgül olmayan PCR ürünlerine bağlanabilmesi, prob sistemlerinin ise 

pahalı olması yeni tanılama tekniklerinin kullanılmasını gerekli kılmaktadır. 

Son yıllarda DNA dizisinde tek baza bağlı farklılıklar (Single nükleotid 

polymorphism, SNP) moleküler çalışmalarda yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. 

Kompetitive Alle-Specific PCR (KASP), SNP’e bağlı bir moleküler teknik olup floresan 

rezonans enerji transferini (FRET) temel alınmaktadır. Allellerde belirlenen SNP’lerden 

primerlerin dizayn edildiği ve bu primerlere bağlanan fluometrik boyaların (HEX ve 

FAM) ışınmaları ile allellerin birbirlerinden ayrılmalarına dayanmaktadır (Kumpatla vd. 

2012). KASP; hızlı, güvenilir, tekrarlanabilir ve analiz maliyetinin uygunluğu gibi üstün 

özelliklere sahip olması sayesinde bitkilerde hastalık etmenlerine ve zararlılara karşı 

dayanıklılık sağlayan genlerin takip edilmesinde yaygın olarak kullanılmaktadır (Rehrig 

vd. 2014; Shi vd. 2015; Devran vd. 2016; Zhao vd. 2017; Devran ve Kahveci 2019). 

KASP tekniği son zamanlarda nematoloji alanında da uygulanmaya başlanmıştır. 

Rotylenchus reniformis Linford ve Oliveira, 1940 popülasyonlarının genetik 

varyasyonlarını belirlemede (Khanal vd. 2019), Aphelenchoides besseyi Christie, 1942 
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tanılanmasında (Devran ve Göknur 2020) ve ekonomik öneme sahip kök-ur nematodu 

türlerinden M. incognita, M. javanica ve M. arenaria’nın tanılanmasında (Devran ve 

Göknur 2023) kullanılmıştır. 

Bu tez kapsamında patateste ekonomik olarak kayıplara neden olan en önemli 

nematod türlerinden G. rostochiensis, G. pallida, M. chitwoodi ve M. hapla’nın hızlı ve 

doğru tanılaması için SNP’e bağlı KASP markörleri geliştirilmiş, optimizasyonları ve 

validasyonları gerçekleştirilmiştir. 
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2. KAYNAK TARAMASI 

2.1. Patates Bitkisinin Orijini ve Önemi 

Kökeni ve çeşitliliğinin ana merkezi Güney Amerika’nın batısı olan patatesin 

günümüze ait gen havuzuna bakıldığında, Şili'nin 45° güneyinden, Kolombiya'nın 12° 

kuzey enlemini kapsamaktadır (Hawkes 1990). Patatesin yabani akrabaları çok daha 

geniş bir dağılım alanına sahiptir. Kuzey Patagonya'dan Güney ABD'ye ve Batı Atacama 

çölünden Güney Amerika'nın doğusuna kadar yabani çeşitleri görülmektedir (Hijmans 

vd. 2002; Spooner vd. 2004). 16 yy. sonlarında Güney Amerika kıtasında bulunan Alp 

dağlarından İspanyol gemiciler tarafından alınan patatesler, İspanya’daki botanik 

bahçelerine getirilmiştir. Buradan sırası ile İngiltere, İrlanda ve İskoçya olmak üzere 

Avrupa ülkelerine daha sonra da diğer ülkelere yayılmıştır (Abed ve Demirhan 2018). 

Patates Türkiye’ye ilk kez 1850 yılında Rusya’dan Kafkasya yoluyla geldiği ve ilk olarak 

Karadeniz yaylaları ile Doğu Anadolu’da yetiştirildiği belirtilmiştir (Esendal 1990; 

Çaylak 2002). Patates, 125’ten fazla ülkede deniz seviyesinden 4000 m yüksekliğe kadar 

çok geniş alanlarda yetiştirilmektedir (Öztürk ve Polat 2017). Günümüzde patates 

bitkisinin 200 civarında tür, 4.000’den fazla çeşit içerdiği bilinmektedir (Abed ve 

Demirhan 2018). Türkiye’de oldukça az sayıda ticari çeşit geliştirilmiştir. Yaklaşık 200’e 

yakın çeşit ise üretim izni almıştır (Karadoğan ve Şanlı 2019). 

Patates; içerdiği karbonhidratlar, mineral maddeler ve vitaminler açısından 

buğday, mısır ve çeltik ile birlikte dört önemli bitkisel kaynaktan birisidir (Altuntaş vd. 

2012). İçeriğinde bulunan zengin besin değeri sayesinde FAO tarafından “gizli hazine” 

olarak tanımlanan patates az gelişmiş ülkelerde dengesiz beslenmeden dolayı eksik kalan 

birçok temel ihtiyacı karşılamaktadır (Anonymous 1; Abed ve Demirhan 2018). Patates 

yumrularının yaklaşık %50’lik kısmı pişirme, kızartma ve haşlama yapılarak taze tüketim 

amaçlı geri kalan kısmı işlenmiş patates, hayvan yemi, tohumluk ve endüstriyel nişasta 

gibi alanlarda tüketilmektedir. Patates endüstriyel nişasta olarak; ilaç, tekstil ve kâğıt 

sanayinde tutkal olarak pek çok alanda kullanılmaktadır (Abed ve Demirhan 2018). 

Dünyada 2021 yılında 1.813.269,4 ha alanda 376.119.974,39 ton patates üretimi, 

Türkiye’de ise 138.513,00 ha alanda 5.100.000,00 ton üretim gerçeklemiştir (Anonymous 

2). Türkiye’nin pek çok ilinde patates üretimi yapılmakla birlikte %12,2’lik oran ile en 

fazla üretim yapılan il Konya olmuştur. Daha sonra sırasıyla Niğde (%11,3), 

Afyonkarahisar (%11), Kayseri (%10,2), İzmir (%8,8), Aksaray (%6,1), Nevşehir (%5,8), 

Bitlis (%5,1), Adana (%4,4) ve Sivas (%3,8) illeridir (Anonim 1). 

 

2.2. Patates Kist Nematodlarının Türleri ve Tanılanma Süreci 

Patates kist nematodları; Nematoda şubesinin, Secernentea sınıfındaki, 

Tylenchida takımında bulunan Heteroderidae familyasındaki Globodera cinsinde yer 

almaktadır. Globodera cinsine ait toplam 13 tür tespit edilmiş olup, bu türler: Globodera 

agulhasensis Knoetze, Swart, Wentzel ve Tiedt, 2017, Globodera artemisiae (Eroshenko 

& Kazachenko, 1972) Behrens, 1975, Globodera capensis Knoetze, Swart ve Tiedt, 2013, 

Globodera ellingtonae Handoo, Carta, Skantar ve Chitwood, 2012, Globodera leptonepia 

(Cobb ve Taylor, 1953) Skarbilovich, 1959, Globodera mali (Kirjanova ve Borisenko, 
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1975) Behrens, 1975, Globodera mexicana Subbotin, Mundo-Ocampo ve Baldwin, 2010, 

Globodera millefolii (Kirjanova ve Krall, 1965) Behrens, 1975, Globodera pallida Stone, 

1973, Globodera rostochiensis (Wollenweber, 1923) Skarbilovich, 1959, Globodera 

sandveldensis Knoetze, Swart, Wentzel ve Tiedt, 2017, Globodera tabacum (Lownsbery 

ve Lownsbery, 1954) Skarbilovich, 1959, and Globodera zelandica Wouts, 1984 

(Subbotin vd. 2020). 

 Patates bitkilerinde kist nematodlarının ilk kaydı Kühn (1881) tarafından sunulsa 

da, o yıllarda tüm kist nematodları Heterodera schachtii türü olarak düşünülmüştür. Kist 

nematodlarının, özellikle patateste oluşturdukları zararları ilişkilendiren ilk kişi 

Zimmermann (1914) olmuştur. O dönemde, konukçu-kist nematodu tür isimleri arasında 

çok fazla kafa karışıklığı bulunsa da Wollenweber (1923) patatesteki kist nematodlarına 

H. rostochiensis ismini vermiştir. Daha sonra Zimmermann (1927) tarafından patates kist 

nematodlarına H. schachtii forma solani adı verilmiş, ancak Kemner (1929) tarafından 

H. schachtii spp. rostochiensis (Woll.) olarak tekrar adlandırılmıştır. Bu zamana kadar, 

patates kist nematodları İskoçya'da (Massee 1913) ve İngiltere'nin kuzeyinde (Strachan 

ve Taylor 1926) iyi bilinse de Wollenweber'in patateslere saldıran ayrı bir tür olarak 

tanılaması, Franklin (1940)’nin bu türü diğer kist nematod türlerinden ayıran morfolojik 

farklılıkları tarif edene kadar kabul görmemiştir. Kabul gördükten sonra Wollenweber'in 

verdiği isim geri getirilmiştir. 

Globodera cinsine ait türler konukçusu olduğu bitkiye yüksek derecede 

özelleşmişlerdir (Abd-Elgawad 2020). Globodera cinsine ait 13 tür içerisinden, 2 tanesi 

(G. rostochiensis, G. pallida) en yaygın ve ekonomik önem seviyesi yüksek patates kist 

nematod türleridir. Globodera ellingtonae, G. leptonepia ve G. capensis türleri patateste 

tespit edilmiş ancak patojenitesi ve konukçu aralığı üzerine daha kapsamlı çalışmalara 

ihtiyaç vardır (Subbotin vd 2010; Abd-Elgawad 2020). 

 

2.2.1. Globodera rostochiensis ve Globodera pallida türlerine ait genel bilgiler 

2.2.1.1. Biyolojisi, zararı ve mücadelesi 

Patates kist nematodları (PKN), obligat endoparazit canlılar olup dört larva 

dönemi geçirdikten sonra olgun bireyler haline gelirler. PKN’larının ilk deri değişimleri 

kistin içerisindeki yumurtalarında meydana gelir. Dormant ikinci dönem larvalar (J2) 

yaşam döngülerinin bu evresinde spesifik konukçusunu bekleyerek geçirirler (Perry 

2002; Sobczak ve Golinowski 2011). Toprak sıcaklığının 13°C üzerinde seyretmesi ve 

konukçunun çıkardığı kimyasallarca uyarıldıklarında kistler açılır. Yumurtalarından 

çıkan J2’ler konukçusuna yönelirler (Perry 2002; Kaczmarek vd. 2014). Konukçusunun 

köküne penetre eden J2’ler, beslenme yerini bulmak için yıkıcı bir şekilde hücrelerden 

geçerek korteksin iç bölümüne ulaşırlar. Bu aşamada nematodun davranışlarında 

değişikler gözlenir. Nematod bir hücreye stiletini sokarak, hücreden gelecek tepkiyi 

bekler. Eğer protoplast çökerse veya stilet kallus benzeri bir madde ile kaplanmaya 

başlarsa, nematod stiletini geri çeker. Bu davranış, J2’nin sondalamasına olumsuz yanıt 

vermeyen uygun bir hücre bulunana kadar tekrarlanır. Uygun bulunan ilk hücre sinsityal 

hücre (syncytium cell) haline gelir (Golinowski 1997). Çok çekirdekli büyük bir 

beslenme yapısı olan sinsityum plasmodesmata’da hücre duvarlarının çözünmesi ile 
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başlayıp ardından hücre protoplazmalarının birleşimi ile tamamlanır. İlk sinsityal hücreyi 

çevreleyen hücreler sinsityuma dahil edilir ve ardışık hücre katmanları sinsityumun bir 

parçası haline gelir. Ayrıca, DNA sentezi indüklenir ve metabolizma artar, bu durum 

nematod için zengin bir besin kaynağı sağlar. Nematod, bu beslenme bölgesinde birkaç 

hafta kalır ve yetişkin aşamaya geçinceye kadar 3 deri daha değiştirir. Dişiler, küresel 

şeklindeki gövdeleri kök yüzeyine çıkana kadar büyümeye devam eder, erkekler 

vermiform vücut yapısına ulaşarak kökleri terk eder ve dişileri bulmak için seks 

feromonlarını takip ederler. Döllenmeden sonra, dişi ölür ve vücut bronzlaşarak yeni nesil 

yumurtaları çevreleyen bir kist oluşturur (Sobczak ve Golinowski 2011; Jones vd. 2013)  

Bu kistler, içerisindeki yumurta ve larvaların 20 yıldan daha fazla bir süre hayatta 

kalabilmesine imkân sağlamaktadır (Mburu 2020). Konukçusunun olmadığı her yıl 

larvaların %20-30 oranında azaldığı tespit edilmiştir (Turner 1996). Globodera 

rostochiensis ve G. pallida; bitkinin kök gelişimini kısıtlaması, yumru veriminde 

kayıplara yol açması nedeniyle patatesin dünya çapındaki üretiminde ciddi zararlar 

meydana getirmektedirler (Phillips 1998). Diğer bitki paraziti nematodlarda (BPN) 

olduğu gibi, PKN’nın enfeksiyonlarıyla ilişkili semptomlarda da su ve besin alımındaki 

azalmadan kaynaklı stres durumu ve köklerde yaralanmalar meydana gelmektedir (Abd-

Elgawad 2020). Ayrıca, bitkide sararma, solma, yapraklarda ölümler, yumru boyutunun 

küçülmesi, köklerin aşırı bir şekilde dallanmasına neden olarak tarlada dağınık haldeki 

bitki öbekleri halinde gözlemlenmektedir (Abd-Elgawad ve Hasabo 1995; EPPO 2017). 

Globodera rostochiensis ve G. pallida enfeksiyonu yumruların kalitesini ve ticari 

değerini düşürmekte olup ayrıca bakteri ve fungus gibi patojenlerinde enfeksiyon 

oluşturmasına sebebiyet verirler (Lavrova vd. 2017). PKN’nın dünya patates üretiminde 

ortalama %9’dan fazla kayba yol açtığı düşünülmektedir (Turner ve Rowe 2006). 

Avrupa’da, PKN’nın neden olduğu verim kaybının 220 € milyon/yıl olduğu bu 

kayıpların, hafif düzeyden-ürünün tamamen kaybedilmesi arasında bulaşıklık düzeyine 

bağlı olarak değiştiği belirtilmiştir (Viaene 2016; Lima vd. 2018). 

PKN’nın patateste ciddi zararlanmalara yol açması bu türleri dünya çapında 

önemli hale getirmiştir (Bulman ve Marshall 1997). Bu türlerin oluşturdukları ekonomik 

kayıpları önlemek için kültürel, fiziksel, biyolojik ve kimyasal mücadele yöntemleri tek 

başına ya da birbirine entegre edilerek uygulanmaktadır (Belair vd. 2016). PKN’na karşı 

ürün rotasyonu uygulamasının bir yılda ciddi oranda popülasyon düşüşü sağladığı yapılan 

araştırmalar ile ortaya konmuştur (Belair vd. 2016; Bairwa vd. 2017). Yapılan bir 

araştırmada ürün rotasyonuna dahil edilen bitki türlerinde kist sayısında farklı düşüşler 

gözlenmiştir. Bunun nedeni olarak ürün rotasyonuna sokulan bitkilerin kök salgılarının 

kistlerin açılmasını baskıladığı ya da toprakta önceden kalan patates salgıları nedeniyle 

kendiliğinden açılan kistlerdeki larvaları öldürdüğü düşülmektedir (Bairwa vd. 2017). 

PKN’na karşı kültürel mücadele yöntemleri içerisinde dayanıklı çeşit kullanımı önemli 

bir yer sahibidir. Dayanıklı çeşit kullanımı; PKN’na karşı patatesleri korumanın en 

ekonomik ve çevre sağlığı açısından en güvenli yöntemi olduğu belirtilmektedir (EPPO 

2004). Ancak, dayanıklılık sağlayan genin kullanımı, tarlada bulunan PKN’nun türüne ve 

patotipine göre değişmektedir. PKN’larına karşı dayanıklılık sağlayan birçok lokus 

tanılanmıştır (Gebhardt ve Valkonen 2001). Kısmi dayanıklılık sağlayan QTL bölgeleri 

çoğunlukla bulunmakta olup, Globodera spp.’nin bir ya da birçok patotipine dayanıklılık 

sağlamaktadır. Gpa2 geni G. pallida’nın Pa2 patotipine (Van Der Voort vd. 1997; Van 

Der Vossen vd. 2000), H1 geni G. rostochiensis’in Ro1 ve Ro4 patotipine (Gebhardt vd. 
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1993; Pineda vd. 1993; Niewöhner vd. 1995; Bakker vd. 2004), GroV1 geni G. 

rostochiensis Ro1 patotipine (Jacobs vd. 1996), Gro1-4 geni G. rostochiensis’in Ro1 ve 

Ro5 patotipine (Paal vd. 2004) dayanıklık sağlayan genlerdir. Patates yetiştiriciliğinin 

geniş alanlarda yapılması solarizasyon uygulamasını zorlaştırsa da uygulamanın yapıldığı 

yerlerde önemli sonuçlar alınmıştır. Yapılan bir çalışmada PKN’larının çoğalma oranının 

solarizasyon uygulaması ile %29,9 oranında, sığır gübresiyle birlikte kullanımında %25,4 

oranında düşürüldüğünü belirlemişlerdir (El Hajji ve Horrigue-Raouani 2012). Çevre 

dostu yaklaşımların önem kazandığı son yıllarda PKN karşı mücadele yöntemleri içinde 

biyofumigasyon uygulamaları ve biyolojik ajanlar önem kazanmaktadır. (Seenivasan vd. 

2007; Ngala vd. 2014). PKN’larına karşı biyolojik mücadelede kullanılmak üzere çeşitli 

fungal ve bakteriyel ajanların denemeleri yapılmış ve olumlu sonuçlar alındığı 

bildirilmiştir (Seenivasan vd. 2007; Trifonova 2010; Contina vd. 2017). Ancak, biyolojik 

ajanlarının tutarsız tarla performansları, yüksek üretim maliyetleri, yetiştiriciler arasında 

farkındalık eksikliği kullanımını sınırlandırmaktadır. Bu zorluklara rağmen raf ömürleri 

ve depolanmalarının iyileştirilmesi için yeni formülasyonların bulunması ve etkili yerli 

izolatların tanılanması, PKN'larına karşı patatesteki biyo-nemasitlerin gelecekteki pazar 

payını muhtemelen artıracağı düşünülmektedir (Abd-Elgawad 2020; Mhatre vd. 2022). 

PKN’larının kontrolü için en yaygın olarak kullanılan yöntemlerden biri kimyasal 

nematisitler olmuştur. Yapılan çeşitli çalışmalarda PKN’larına karşı nematisit 

uygulamalarının popülasyon yoğunluğunu düşürdüğü ve verimde artış sağladığı 

bildirilmiştir (Norshie vd. 2016; Kearn vd. 2017). Kimyasal nematisitlerin kullanımı 

PKN'nin yönetimi için etkili bir strateji olabilir, ancak birçok nematisit insan sağlığı ve 

çevre için toksik olduğu için kullanımları birçok ülkede yasaklanmış veya kısıtlanmıştır 

(Chitwood 2003). 

 

2.2.1.2. Dünya ve Türkiye’deki yaygınlığı 

Patates kist nematodları, Peru'nun güneyindeki And Dağları bölgesinden köken 

almış ve insanların faaliyetleri sonucunda dünyanın birçok bölgesine yayılmıştır (Grenier 

vd. 2010). Enfekteli yumrular ve üzerindeki topraklar aracılığıyla Avrupa’ya 16-17. 

yüzyıllarda geldiği düşünülen PKN’ları Avrupa’dan başka Güney Amerika, Kuzey 

Amerika, Asya, Okyanusya ve Afrika’nın patates yetiştirilen bölgelerinde tespit 

edilmiştir (Anonymous 3). PKN’ları dünyanın ılıman bölgelerinde genel olarak daha çok 

görülmekle birlikte, tropik ve subtropik bölgelerde de tespit edilmiştir (Abd-Elgawad 

2020). Globodera rostochiensis ve G. pallida türleri Türkiye’nin de dahil olduğu 100’den 

fazla ülkede karantina kapsamındadır (EPPO 2017). 

Türkiye’de patates kist nematodları (Globodera spp.) ilk kez Bolu ili Dörtdivan 

ilçesinde ithal tohumluk üretilen bir tarlada bulunmuş ve bölge karantinaya alınmıştır 

(Enneli ve Öztürk 1996). 

Ulutaş (2010), Ege Bölgesi’ndeki patates alanlarından 2006-2008 yılları arasında 

yaptıkları sürvey çalışmasında G. rostochiensis’e ait popülasyonları İzmir ili Ödemiş 

ilçesinde tespit ettiklerini bildirmişlerdir.  

Özarslandan vd. (2019), Nevşehir ilindeki patates yetiştirme alanlarından, 2014-

2015 yılları bahar mevsimlerinde kist nematodu tespiti için aldıkları toprak örneklerinden 
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elde ettikleri kistlerin G. rostochiensis türüne ait olduğunu ve bu sonucun İç Anadolu 

Bölgesi için ilk kayıt olduğunu belirtmişlerdir. 

Altaş vd. (2020), İzmir ili Bozdağ ve Ödemiş ilçelerindeki PKN tespiti için 2017-

2018 yılları patates yetiştiriciliği sezonlarında elde ettikleri toprak örneklerinin %96’sının 

G. rostochiensis ile bulaşık olduğunu ayrıca, bulaşık alanlardaki ortalama kist sayısının 

0,01-3,70 kist/g toprak olduğunu bildirmişlerdir. 

Demirbaş Pehlivan (2020), 2015 yılında İzmir ili patates üretim alanlarında sürvey 

çalışmasında elde etikleri 223 adet toprak örneğinden 32’sinin G. rostochiensis türüne ait 

olduğunu ve popülasyon yoğunluğunun 10 yumurta/g toprak ile ekonomik zarar eşiğinin 

üstünde olduğunu bildirmişlerdir. 

Toktay vd. (2020), İzmir, Niğde ve Nevşehir illerinden topladıkları 35 toprak 

örneğinden, Niğde’de 18, İzmir’de 4 ve Nevşehir’de 3 adet popülasyonun G. 

rostochiensis türüne ait olduğunu bildirmişlerdir. 

Evlice vd. (2021), Niğde, Nevşehir, İzmir, Afyon ve Bolu illerine ait 10 farklı 

lokasyondan PKN’a ait kist ve J2’leri elde etmişlerdir. Her iki biyolojik dönemin 

morfolojik ve morfometrik karakterlerine göre teşhis çalışmalarının sonucunda 

popülasyonların G. rostochiensis türüne ait olduğunu bildirmişlerdir. 

 

2.2.2. Globodera rostochiensis ve Globodera pallida türlerinin tanılanması 

Morfolojik ve morfometrik ölçümler nematodların tanılanmasında en yaygın 

kullanılan yöntemlerdir. Nematodların tanılanmasında ilk kez ölçüm standartlarını 

belirleyen kişi De Man (1980) olmuştur. Nematodlar çeşitli vücut kısımlarının ölçülmesi 

ve belirli vücut kısımları arasındaki orantısal sonuçlara göre karakterize edilirler (Hooper 

1986).  

Globodera cinsine ait nematodlar karakteristik yuvarlak kistleri sayesinde 

Heteroderidae familyasında kist oluşturan diğer cinslerden açık bir şekilde ayırt 

edilebilmektedir (Den Nijs vd. 2019). Ayrıca, dişi bireylerin yaşam süresi boyunca renk 

değişimleri tür tanılamasında fikir vermektedir. Dişi bireylerin; beyazdan sarıya ardından 

kahverengiye dönüşmesi G. rostochiensis, beyazdan doğrudan kahverengiye dönüşmesi 

ise G. pallida türünü göstermektedir (EPPO 2013). 

Globodera rostochiensis ve G. pallida morfolojik karakterleri ve morfometrik 

ölçümleri açısından oldukça benzer türlerdir (Stone 1973a, b) (Çizelge 2.1). Bu iki türün 

kistleri arasındaki en büyük tanısal farklılık; perinal alanları, vulva-anüs arasındaki sırt 

sayısı ve Granek’s oranıdır (EPPO 2013) (Şekil 2.1). 
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Çizelge 2.1. Globodera rostochiensis ve Globodera pallida kistlerinin morfometrik 

ölçümleri (Subbotin vd. 2010) 

Ölçümler 
Kist 

Globodera rostochiensis Globodera pallida 

Uzunluk (µm) 445 – 690 510 – 675 

Genişlik (µm) 382 – 559 451 – 648 

Kutikular sırt sayısı 17 – 20 12 

Granek’s oranı 3,0 – 4,5 2,1 – 2,5 

Anus-fenestral kenar mesafesi (µm) 51 – 70 48 – 54 

 

 

                        (a)                                                (b)                                        (c) 

Şekil 2.1. Patates kist nematodlarının morfolojik görünüşleri a) Globodera tanılaması için 

perinal ölçümler b) G. rostochiensis ve G. pallida türlerinin vulva-anal sırt desenleri c) 

G. rostochiensis ve G. pallida türlerinin sitiletleri (Fleming ve Powers 1998) 

 

Bu iki türün J2’lerinin karakteristik özellikleri; stilet uzunlukları ve stilet 

tokmaklarının şeklidir. Ancak, belirtilen bu özelliklerin her biri için değer aralığı türler 

arasında örtüşebilmektedir (EPPO 2013) (Çizelge 2.2). 

Çizelge 2.2. Globodera rostochiensis ve Globodera pallida türlerinin ikinci dönem 

larvalarının morfolojileri ve morfometrik ölçümleri (Subbotin vd. 2010) 

Ölçümler 
İkinci Dönem Larva (J2) 

Globodera rostochiensis Globodera pallida 

Vücut uzunluğu(µm) 392 – 468  452 – 486  

Stilet uzunluğu(µm) 20 – 22 23 – 24 

Stilet tokmaç şekli Yuvarlak (Rounded) 
Öne doğru (Anteriorly 

prejected*)  

Hiyalin bölgesi 20 – 27 26 – 27 

Kuyruk uzunluğu (µm) 44 – 51  50 – 53  
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Günümüzde nematodların tanılanmasında yaygın olarak morfolojik ve 

morfometrik ölçümler kullanılmaktadır. Nematodların vücut yapı şekilleri ve bu yapıların 

aralarındaki ölçümler birlikte değerlendirilerek teşhisler yapılmaktadır (Hooper 1986). 

Globodera cinsindeki türlerin morfolojik tanılanmasında da kist ve J2 kullanılmaktadır 

(Siddiqi 2000; Subbotin vd. 2010). Ancak, morfolojik tanılamanın yoğun emek ve zaman 

gerektirmesi, uzman taksonomistlere ihtiyaç duyulması ve aynı zamanda nematod türleri 

arasında morfolojik karakterlerin ve morfometrik ölçümlerin çok yakın olması teşhislerde 

hatalara yol açabilmektedir (Hunt ve Handoo 2009; Oliveira vd. 2011). Bu nedenle başka 

bir tanılama yöntemi olan izoenzim fenotiplemesi kullanılarak Globodera türlerinin 

tanılanması için çeşitli çalışmalar yürütülmüştür (Fox ve Atkinson 1984, 1985). Fox ve 

Atkinson (1985) PKN’nın tanılanması üzerine yaptıkları çalışmada Avrupa’da tespit 

edilen G. rostochiensis’e ait Ro1, Ro2, Ro3, Ro4 ve Ro5 patotipleri ile G. pallida’ya ait 

Pa1, Pa2 ve Pa3 pathotipleri 65 adet enzimin izoelektrik odaklanma (IEF) uygulamasıyla 

elde edilen fenotiplerin polimorfizimlerini değerlendirmişlerdir. Globodera rostochiensis 

Ro3 patotipinin Glucose oxidase (ECA1.1.3.4) fenotipinde diğer patotiplere göre yüksek 

bir kantitaf varyasyon gösterdiğini bildirilmiştir. Ayrıca G. rostochiensis Ro4 ve Ro5 

patotiplerinin Mannose phosphate isomerase (EC 5.3.1.8.) fenotiplerindeki bazı bantların 

diğer patotiplere göre absorbanslarında farklılık tespit edildiğini belirtmişlerdir. 

De Boer vd. (1996) G. rostochiensis antijenlerinin fareler üzerinde bağışıklık 

kazandırılmasından sonra elde ettikleri monoklonal antikorların (MAbs), J2’lerin 

bünyelerindeki özel yapılar ile etkileşimlerini floresan mikroskop ile taramışlardır. 

Subventral özafagus bezlerine, vücut duvarlarındaki kas liflerine, genital promordium’a, 

bağırsak lümenine, hücre nükleusuna ve kutikula yüzeyine bağlanan MAb’ler elde 

edildiği belirtilmiştir. Subventral bezlere bağlanan MAb’ler G. pallida ve G. tabacum 

J2’lerinde de tespit edildiği ancak Heterodore glycines, H. schactii, Meloidogyne hapla 

ve M. incognita’da türlerinde tespit edilemediği bildirilmiştir. İzoenzim analizlerinin 

türleri tanılamada yetersiz olması araştırıcıları moleküler tekniklerin kullanılmasına 

yönlendirmiştir.  

Burrows and Perry (1988) G. pallida türünü tanılamak için kesilen fragmentlerin 

uzunluk farklılığı (Restriction Fragment Lenght Polymorphisms, RFLP) tekniğini 

kullanmışlardır. Globodera pallida’nın genomik DNA’sının klonlarından kütüphane 

oluşturarak bu kütüphaneden in situ hybridization tekniği ile G. pallida’ya özgü 

fragmentler içeren rekombinant kolonileri seçmişlerdir. Globodera pallida’ya özgü 

klonlardan kimerik plazmitler hazırlayarak dot blot hybridization tekniğine tabi tutmuşlar 

ve Pa15 ve P16 klonlarından tasarladıkları kimerik plazmitlerin G. pallida genomu ile 

eşleşirken G. rostochiensis genomu ile eşleşmediklerini bildirmişlerdir.  

Bulman ve Marshall (1997), G. rostochiensis ve G. pallida türlerini moleküler 

düzeyde tanılamak için türe özgü PCR primerleri geliştirmişlerdir. ITS1 (Internal 

Transcribed Spacer) bölgesindeki sekans farklılıklarına göre tasarladıkları primerler 

(PITSr3 ve PITSp4) ile daha önceden dizayn edilen ITS5 primeri (White vd. 1990) ile 

kombinasyon yaparak iki türü birbirlerinden ayırmışlardır. 

Fullaondo vd. (1999), G. rostochiensis ve G. pallida’nın Avrupa ve Güney 

Amerika’ya ait 39 popülasyonu üzerinde rastgele çoğaltılmış polimorfik DNA (Random 

Amplified Polymorphic DNA, RAPD) tekniğini kullanarak her tür için spesifik bantları 

tespit etmişlerdir. Bu bantlardan klonlama ve sekanslama işlemleri sonrasında türe özgü 
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PCR primerleri tasarlamışlardır. Türlerin karışık olduğu örneklerde test ettikleri 

primerlerinin doğru bir şekilde çalıştıklarını bildirmişledir. 

Zouhar vd. (2000), G. rostochiensis ve G. pallida türlerini tanılamak ve 

birbirlerinden ayırt edebilmek için ITS1 bölgesi ile 5.8S ribozomal RNA gen bölgesi 

arasından türe özgü PCR primerleri geliştirmişlerdir. Çalışmalarının tek bir kist ve tek bir 

olgun yumurta ile tanılama yapılabildiğini bildirmişlerdir.  

Vejl vd. (2002), G. rostochiensis ve G. pallida türlerinin tanılanması için sekans 

bilgileri daha önceden bilinen ITS-1 bölgesinden türe özgü primerler (Fro1-Rro1 ve 

Fpa2-Rpa1) dizayn etmişlerdir. G. rostochiensis için geliştirdikleri primerlerin (Fro1-

Rro1) 411 bp’de bant verirken, G. pallida’yı tanılayan (Fpa2-Rpa1) primerlerin 239 

bp’lik bir ürün oluşturduklarını bildirmişlerdir. 

Bates vd. (2002), G. rostochiensis ve G. pallida’nın tanılanması için daha önce 

geliştirilen spesifik primerleri PITSr3 ve PITSp4 (Bullman and Marshall 1997) ile ITS5 

primerini (White vd 1990) SYBR Green I boyası kullanarak real time PCR yapmışlardır. 

Her bir türün floresan ölçümleri sayesinde pig noktalarındaki bağımsız erime 

sıcaklıklarına (Tm) göre ayırt edebildiklerini ve türlerin farklı kist karışım oranlarının 

erime sıcaklıklarını hesaplayarak yarı-nicel ölçüm yapabildiklerini bildirmişlerdir. 

Madani vd. (2005), G. pallida türünü; spesifik primerler PITSr3 ve PITSp4 ile 

ITS5 primeriyle birlikte ve SYBR green I boyası kullanarak erime eğrisi analizi ile bir 

adet J2’den tanılayabildiklerini bildirmişlerdir.  

Toyota vd. (2008), G. rostochiensis türünü ITS1 bölgesinden tasarladıkları 

PCN280f ve PCN398r primerlerini Real Time PCR’da SYBR boyası kullanarak 

tanılamışlardır. Ayrıca yaptıkları hassasiyet çalışmalarında 1 adet G. rostochiensis J2 

larvasını 1000 adet Caenorhabditis elegans karışımı içerisinden tespit edebildiklerini 

bildirmişlerdir. 

Nowaczyk vd. (2008), G. rostochiensis ve G. artemisiae türlerini tanılamak için 

rDNA’daki dizilim bilgisini kullanarak spesifik primerler ve TaqMan probları 

geliştirmişler ve Real-time cihazında yaptıkları denemelerde bu iki türü ayrı ayrı ve 

birlikte tek bir türü tanılayacak şekilde optimize etmişlerdir. Ayrıca, ezilmiş bir kistten 

DNA izolasyonu yapmadan bu türleri tanılayabildiklerini bildirmişlerdir. 

Gamel vd. (2017), G. rostochiensis, G. pallida ve H. schachtii türlerini tanılamak 

için her tür için mikrosatelit kümeler taranarak primerler ve TaqMan probları 

geliştirmişlerdir. G. rostochiensis ve G. pallida türlerini bir adet J2’den 

tanılayabildiklerini ve ayrıca bu üç türün birlikte karışımından her türün tanılanabildiğini 

belirtmişlerdir. 

Ahuja vd. (2021), G. rostochiensis türünü LAMP (Loop-mediated Isothermal 

Amplification) yöntemine göre ribozomal DNA’nın ITS bölgesinden dizayn ettikleri beş 

adet spesifik primer ile tanılamışlardır. Yapmış oldukları çalışmada BPN (Hoplolaimus 

sp., Helicotylenchus sp., Pratylenchus sp., Xiphinema sp., Longidorus sp., Trichodorus 

sp.) ve EPN (Steinernema sp. and Heterorhabditis sp.)’dan G. rostochiensis’i ayırt 

edebildiklerini bildirmişlerdir. Reaksiyonun gerçekleştiği tüplerde gün ışığında negatif 
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örneklerin kahverengi, DNA sentezinin olduğu pozitif örneklerin ise sarı renk ile 

gözlendiği bildirilmiştir. Ayrıca yaptıkları hassasiyet çalışmalarında yaklaşık 1 

femtogram DNA’nın teşhis için yeterli olduğunu belirtmişlerdir. 

Camacho vd. (2021), G. pallida türünü LAMP yöntemine göre 18S-ITS1-5.8S-

ITS2-28S bölgesinden dizayn ettikleri primerler ile tanılamışlardır. Yaptıkları çalışmada 

analiz süresinin 40 dk’dan daha kısa bir sürede tamamlanabildiğini ve tek bir J2 ile G. 

pallida türünün tanılanabildiğini belirtmişlerdir. Ayrıca hassasiyet çalışmalarında 5 

ng/μL ile 5 pg/ μL arasındaki tüm dilüsyonlarda türün tespit edildiğini ve hedef organizma 

olmayan G. rostochiensis’in 40 J2 karışımı içerisinde 1 adet G. pallida J2 (Max 1:40) 

tanılanabildiğini bildirmişlerdir. 

 

2.3. Kök-ur Nematodlarının Türleri ve Tanılanma Süreci  

Kök-ur nematodları; Nematoda şubesinin, Secernentea sınıfındaki, Tylenchida 

takımında bulunan Meloidogynidae familyasındaki Meloidogyne cinsinde yer almaktadır 

(Hunt 1993; Siddiqi 2000). Günümüze kadar kök-ur nematodlarının 105 adet türü tespit 

edilmiş olup, en yaygın türleri M. incognita, M. javanica, M. arenaria ve M. hapla’dır 

(Moens vd. 2009; Ghaderi ve Karssen 2020). 

Türkiye’de yapılan tür teşhis çalışmalarında ise M. incognita, M. incognita var. 

acrita, M. javanica, M. arenaria, M. hapla, M. chitwoodi, Meloidogyne artiellia Franklin 

1961, M. luci, Meloidogyne exigua Goeldi 1892, Meloidogyne thamesi Chitwood in 

Chitwood, Specht ve Havis, 1952 (Goodey, 1963) ve Meloidogyne graminis (Sledge ve 

Golden, 1964) Whitehead, 1968 türleri tespit edilmiştir (Diker 1959; Alkan 1962; Bora 

1970; Ertürk ve Özkut 1973; Özarslandan vd. 2009; Kepenekçi vd. 2014; İmren vd. 2014; 

Aydınlı 2018; Uysal vd. 2023). 

Meloidogyne Goeldi, 1892 cinsinin taksonomik geçmişi üç periyota ayrılmıştır. 

İlk periyot 1855-1878 yıllarını kapsamaktadır. Bu dönem, bitkilerin köklerindeki urlar ile 

nematodlar arasında korelasyonun gözlemlendiği ardından uzunca bir süre kafa 

karışıklığı içinde geçen bir periyot olmuştur. Kök-ur nematodları 1855 yılından önce 

bitkilerin köklerinde görülen urlar ile rapor edilse de nedeni bilinmeyen sebeplerden ve 

diğer organizmalardan kaynaklandığı düşünülerek üzerine gidilmemiştir. Ancak 1855 

yılında Miles Joseph Berkeley, İngiltere’nin Nuneham bölgesindeki bir serada hıyar 

bitkilerinin köklerinde oluşan urları ilk kez kök-ur nematodlarıyla ilişkilendirmiştir. 

İkinci periyot 1879-1948 yılları dönemidir. Fransız Maxime Cornou tarafından 1879 

yılında kök-ur nematodları ilk kez Avrupa’da tespit edilmiştir. Araştırmacı Loire 

vadisinde Onobrychis sativa Lam. (korunga) kökleri üzerinde urları belirlemiştir. Bu 

periyot farklı nematod türlerinin tespit edildiği ve kök-ur nematodlarının kist nematodları 

ile aynı cins içerisinde tanılandığı dönem olmuştur. Son periyot ise kök-ur nematodlarının 

ayrı bir cinse yerleştirildiği, türlerinin tanılandığı ve taksonomik makalelerin sayısında 

patlama yaşandığı canlanma dönemidir (Karssen 2002). 

Kök-ur nematodlarının patatesteki zararı ilk kez 1889 yılında Florida’da 

belirlenmiştir (Neal 1889). Genel olarak kök-ur nematodları patateste en yüksek 

potansiyellerine sıcak iklimlerde ulaşmaktadırlar. Ancak bazı türleri soğuk iklimlere 
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adapte olarak patates üretim alanlarında ciddi zararlar meydana getirmişlerdir (Brodie 

1998). Bu türlerden birisi Kuzey kök-ur nematodu olarak da adlandırılan M. hapla olup 

ilk olarak Long Island’da (New York, ABD) bir patates tarlasında tanılanmıştır 

(Chitwood 1949). Bu kök-ur nematod türü soğuğa dayanabildiği için ılıman bölgelerde 

görülen en önemli türlerden birisidir (Rusinque 2022). Patateste zarar yapan bir diğer 

önemli tür ise M. chitwoodi’dir. Bu tür ilk kez 1980 yılında Quincy’de (Washington, 

ABD) toplanan patateslerde tespit edilmiştir (Golden vd. 1980). Bu tür EPPO bölgesinde 

1980’lerde Hollanda’da tanılanmasına rağmen eski örneklerin gözden geçirilmesi 

sonucunda bu türün daha eskilere dayanabileceği (1930) ve aradan geçen süre boyunca 

mevcut olabileceği belirtilmiştir (EPPO 1991). 

 

2.3.1. Meloidogyne hapla ve Meloidogyne chitwoodi türlerine ait genel bilgiler 

2.3.1.1. Biyolojisi, zararı ve mücadelesi 

Meloidogyne türleri zorunlu endoparazit bitki parazitleridir. Kök-ur nematodları 

yumurta ile çoğalır ve dört larva dönemi geçirdikten sonra ergin hale gelirler. Olgun 

dişiler, yumurtalarını rektal bezlerinden salgıladıkları koruyucu jelatinmsi matrix 

içeresinde yumurta kümesi halinde taşırlar (Williamson 1998; Siddiqi 2000; Curtis 2007; 

Abad ve Williamson 2010).  Yumurta kümeleri bitki köklerinin yüzeyinde bulunmakla 

birlikte urlarda ya da bitki dokularında (patates yumruları gibi) gömülü halde 

bulunabilirler. Yumurta kümeleri 1000’e yakın J2 içerebilir (Jones 2013). Kök-ur 

nematodları birinci larva dönemini (J1) yumurta içinde geçirmekte olup, enfektif olduğu 

J2 ise yumurta içinden çıkmaktadırlar (Siddiqi 2000; Abad ve Williamson 2010). İkinci 

dönem larvalar genellikle kök ucunun arkasından bitkiye penetre ederler. J2’ler 

penetrasyonunu kolaylaştırmak için stiletlerini hem fiziksel hasar hem de hücre duvarının 

selülotik ve pektolitik enzimler salgılayarak parçalanması için kullanırlar (Jones 2013). 

Bitki köküne giriş yapan J2’ler hücreler arasında hareket ederek kök ucuna yönelirler. Bu 

bölgeden meristem dokuya geçerek floem boyunca yukarı doğru ilerleyerek beslenme 

bölgesine ulaşırlar (Wyss vd. 1992). J2’ler beslenmeye başladıktan sonra kendilerini 

sabitlerler ve beslenmeleri sonucunda dev hücrelerin meydana gelmesine yol açarlar 

(Williamson 1998, Abad ve Williamson 2010). Kök yüzeyinde oluşan şişkinlikler ur ya 

da gal olarak adlandırılmakta olup, bu yapılar dev hücrelerde hyperplasma sonucunda 

oluşmaktadır (Williamson ve Hussey 1996). Kök-ur nematodları J3 ve J4 dönemlerinde 

iplik şeklini kaybederek şişmeye başlar aynı zamanda sitilet fonksiyonlarını kaybettikleri 

için beslenmeleri de bitmektedir (Siddiqi 2000; Karssen 2002; Jones vd. 2013). Erkek 

bireyler ipliksi şekillerini alarak kökten ayrılırlar. Ergin dişiler beslenmeye ve 

genişlemeye devam ederek armut şeklini alırlar (Jones vd. 2013). 

Kök-ur nematodları dengesiz cinsiyet oranlarına sahiptirler. Amphimixis'ten 

zorunlu mitotik partenogeneze kadar değişen olağanüstü çeşitlilikte üreme stratejileri 

gösterirler. Çoğu tür partenogenetiktir ve erkekler yalnızca olumsuz koşullar altında 

oluşur (Chitwood ve Perry 2009; Jones vd. 2013). Meloidogyne türleri yaşam döngülerini 

çevre koşullarına bağlı olarak 3-6 hafta arasında tamamlarlar (Abad ve Williamson 2010). 

Kök-ur nematodlarının döl sayısı; türe, toprak sıcaklığına ve yapısına, konukçuya ve 

besin ihtiyacının karşılanabilmesine bağlıdır (Karssen ve Moens 2006). 
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Meloidogyne türleri 3000’den fazla bitkiye zarar verebilmektedirler (Abad vd. 

2003; Karssen ve Moens 2006). Bu bitkiler içerisinde bulunan patatesin de verimini, 

kalitesini ve ekonomik değerini etkilemektedirler. Çoğu zaman, kök-ur nematodlarının 

patatesin kök sistemini istila etmesi zararsızdır, ancak yumrular gelişmeye başlar 

başlamaz, enfektif J2 tarafından istila edilerek hızlı bir gelişme ve yayılma meydana gelir. 

Patates kökleri ve yumruları erken enfekte olursa, hasattan önce birkaç jenerasyon 

oluşturabilir. Bu süre genellikle dikimden yaklaşık 110 gün sonrasına denk gelmektedir 

(Jones vd. 2017). Ancak bu süre, her bir çeşide ve yönetim sistemlerine bağlı olarak 

değişebilir. Daha sıcak bölgelerde veya sulama sistemi olan kumlu topraklarda patates 

üretimi, kök-ur nematodları için sıcaklık, toprak yapısı ve nem açısından uygun bir durum 

oluşturursa enfeksiyonların şiddetinde önemli bir artışa yol açabilmektedir (Jones vd. 

2017). Kök-ur nematod enfeksiyonunun neden olduğu kayıplar aşırı durumlarda patates 

tarlalarında %100'e ulaşabilir. Ayrıca, ekim mevsimi ve toprağın bulaşıklık seviyesinin 

bir sonucu olarak değişken kayıplar meydana gelir (Gomes 2003).  

Kök-ur nematod türleri tropik ve subtropik bölgelerde yetiştirilen patateslerle 

ilişkili olarak giderek daha fazla tespit edilmektedir. Bu nematod türleri; çeşitlere, uygun 

iklime ve ekim sırasında mevcut nematod yoğunluğuna bağlı olarak ekonomik önemde 

ürün kayıplarına neden olmaktadır (Brodie vd. 1993; Vovlas vd. 2005; Moens vd. 2009; 

Wesemael vd. 2011; Jones vd. 2013; Onkendi ve Moleleki 2013). Çeşitli kök-ur nematod 

türlerin, dünya çapında çeşitli bölgelerde patates yetiştiriciliği için artan sorunlar olduğu 

bildirilmiş olup en önemlileri M. chitwoodi, M. hapla, M. fallax, M. incognita, M. 

javanica ve M. arenaria türleridir (Brodie vd. 1993; Molendijk ve Mulder 1996; Vovlas 

vd. 2005; Onkendi ve Moleleki 2013; Hay vd. 2016). 

Kök-ur nematodlarının patates bitkisinde beslenmeleri sonucunda; yumru 

miktarında azalmalara ve yumru yüzeyinde kabarcıklı yapı oluşmasına ve yumurta 

kümelerinin dokularda yol açtığı nektorik noktalar nedeniyle yumru kalitesinde düşüşe 

neden olmaktadırlar (Vovlas vd. 2005). Patateste zarara neden olan kök-ur nematodları 

içerisinde M. chitwoodi ve M. hapla türleri ön plana çıkmaktadır. Bununla birlikte, M. 

chitwoodi türünün daha düşük sıcaklıklarda yumurtadan çıkabilmesi ve 

popülasyonlarının tek bir büyüme mevsiminde hızla artmasından dolayı patates 

üretiminde daha büyük bir tehdit olduğu belirtilmiştir (Anderson ve Gleason 2023). 

Ayrıca M. chitwoodi patateslerde M. hapla'ya kıyasla daha görünür kabuklanmalara 

neden olmaktadır (Pinkerton vd. 1991; Ingham vd. 2000). Yapılan araştırmalarda 

yetiştirme sezonu başlangıcında M. chitwoodi popülasyonun 1 J2/250 gr toprakta ve M. 

hapla’nın 50 J2/100 gr toprakta zarar eşiğinin üzerinde kayıp verdiği bildirilmiştir 

(Ingram vd. 2000; Markova ve Samaliev 2011). Kök-ur nematodlarının dünya çapında 

yaygın ve geniş konukçu yelpazesine sahip olması bu gruba ait türlerin mücadelesindeki 

zorluklarını göstermektedir (Wesemael vd. 2011). Kök-ur nematodlarının tamamen 

ortadan kaldırması imkânsız olsa da verimli üretimin sürdürülebilmesi için 

popülasyonunun azaltılması kritik öneme sahiptir (Baidya vd. 2017). Kök-ur 

nematodlarına karşı ekim nöbeti uygulamaları, tüm dünyada kullanılan yöntemlerden 

birisidir (Sikora vd. 2005). Ancak bu grubun geniş konukçu dağılımı nedeniyle doğru 

bitki seçilmesi oldukça zordur. Meloidogyne chitwoodi’ye karşı dayanıklı patates 

çeşitlerinin elde edilmesiyle ilgili birçok araştırma yapılmıştır (Brown vd. 1989; Janssen 

vd. 1998; Van Der Beek vd. 1998; Brown vd. 2004). Yapılan çalışmalarda dayanıklılık 

sağlayan genlerinin tespiti, markörlerin geliştirilmesi ve tarla denemelerinin yapılması 
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şeklinde gerçekleştirilmiştir. (Zhang vd. 2007; Brown vd. 2009; Norshie vd. 2011; Dinh 

vd. 2014). Bu türe karşı kimyasal mücadele yönteminin başarılı olduğu yapılan 

araştırmalarda ortaya konmuştur (Ingham 2000; Hafez ve Sundararaj 2006). Ancak 

çevresel endişelerden dolayı nematisitlerin kullanımına yönelik belirli düzenlemeler 

getirilmiştir. Nematodlarla mücadelede esas olan nokta temiz alanlara 

bulaştırılmamasıdır. Meloidogyne larvalarının kendi hareketleriyle yılda 1-2 metre yol 

alabilecekleri bilinmektedir (Tiilikkala vd. 1995). Patateste zarar yapan bu önemli iki 

türünde insan yoluyla dağılımı doğal yollarla dağılımına göre çok daha önemlidir. 

Üreticilerin sertifikalı olmayan tohumluk kullanmaları, bulaşık alanlardan gelen alet 

ekipmanların kullanımı bu zararlıları uzak mesafelere taşınmasına sebebiyet vermektedir. 

 

2.3.1.2. Dünya ve Türkiye’deki yaygınlığı 

Meloidogyne hapla, son derece geniş bir alanda dağılım göstermiş olup, özellikle 

ılıman bölgeler ile tropiklerin daha soğuk, daha yüksek rakımlı alanlarında görülmektedir 

ve dünyanın 81 ülkesinde varlığı rapor edilmiştir (Anonymous 4). Meloidogyne chitwoodi 

resmi olarak 1980 yılında Quincy, Washington, ABD’deki patateslerde tespit edilmiştir 

(Golden vd. 1980). Günümüzde Türkiye’nin de dahil olduğu 25 ülkede varlığı rapor 

edilmiştir (Anonymous 5). 

Türkiye’de patateste kök-ur nematodları ilk kez Manisa ilinde tespit edilmiştir. 

Ancak araştırmacılar kök-ur nematodunun türü hakkında bilgi vermemişlerdir (Borazancı 

vd. 1985). Meloidogyne hapla’nın patateste ilk tespiti ise 2005 yılında Niğde ilinde 

gerçekleşmiştir. Araştırmacılar patates alanlarından aldıkları toprak, kök ve yumru 

örneklerinde kök-ur nematodu enfeksiyonu belirlemişlerdir. Urlu yumrulardan elde 

ettikleri dişi bireylerin perinal kesitlerini değerlendirdiklerinde zararlının M. hapla türüne 

ait olduğunu bildirmişlerdir (Özarslandan vd. 2005). 

Kepenekçi vd. (2006) Niğde, Nevşehir ve Aksaray’daki patates üretim alanlarında 

kök-ur nematodu ile bulaşık yumrulardan elde ettikleri olgun dişi bireylerin perinal 

desenlerine göre yaptıkları tanılama çalışmalarında türün M. hapla’ya ait olduğunu 

bildirmişlerdir. 

Özarslandan vd. (2007) Türkiye’de ilk kez M. chitwoodi 2006 yılında Niğde’de 

patates yetiştiriciliği yapılan alanlardan alınan örneklerin morfolojik ve moleküler 

yöntemler kullanarak tanılamışlardır. 

Devran vd. (2009) Niğde ilinde patates yetiştirilen 12 farklı lokasyondan aldıkları 

kök-ur nematod popülasyonlarının moleküler tanılama yöntemlerine göre M. chitwoodi 

türüne ait olduğunu bildirmişlerdir.  

Özarslandan ve Elekçioğlu (2010) Niğde ve Nevşehir illerindeki patates üretim 

alanlarından elde etikleri kök-ur nematodu popülasyonlarının morfolojik ve moleküler 

teşhis yöntemlerine göre M. chitwoodi türüne ait olduğunu belirtmişlerdir.  

Ulutaş (2010) Ege Bölgesindeki patates üretim alanlarındaki bitki paraziti 

nematodlar üzerine sürvey çalışmaları sonucu; Balıkesir ili Ayvalık ilçesinde, Kütahya ili 
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Merkez ve Şaphane ilçelerinde, Manisa ili Demirci, Gördes, Salihli ve Selendi ilçelerinde 

kök-ur nematodu popülasyonları elde etmişler ve bunların M. chitwoodi türüne ait 

olduklarını bildirmişlerdir. 

Yıldız vd. (2009) İzmir ili Ödemiş ilçesindeki patates yetiştiriciliği yapılan 

alanlardan aldıkları 29 adet toprak örneğinin 11 tanesinin kök-ur nematodu ile bulaşık 

olduğunu ve moleküler yöntemler kullanarak yapılan tanılama sonucuna göre tüm 

örneklerin M. chitwoodi olduğunu belirtmişlerdir. 

Özarslandan vd. (2013) Bitlis ili Ahlat ilçesindeki patates yetiştirilen alanlarda 

kök-ur nematodu enfekteli yumrular tespit etmişler yaptıkları morfolojik ve moleküler 

teşhis çalışmaları sonrasında enfekteli yumrulardaki kök-ur nematodu türünün M. 

chitwoodi olduğunu bildirmişler. Bu sonucun Doğu Anadolu Bölgesindeki patates üretim 

alanlarında M. chitwoodi türünün ilk kez bulunduğunu bildirmişlerdir. 

Evlice ve Bayram (2016) İç Anadolu Bölgesindeki patates üretim alanlarındaki 

Meloidogyne türlerini belirlemek için yaptıkları sürvey çalışması sonucu, Niğde (49), 

Nevşehir (18), Aksaray (2), Isparta (2), Kayseri (1), Konya (1) illerinden toplam 79 adet 

örnek toplamışlar ve morfolojik ve moleküler teşhis çalışmaları sonucunda tüm 

örneklerin M. chitwoodi türü ile bulaşık olduklarını belirlemişlerdir.  

Demirbaş Pehlivan (2020) İzmir ilinin patates üretimi yapılan çalışmaları sonucu 

elde etmiş olduğu J2 bireylerinin morfometrik ölçümleri ve PCR çalışmaları sonucunda 

Ödemiş ilçesinde M. hapla ve M. chitwoodi türünün, Kiraz ilçesinde ise sadece M. hapla 

türünün bulunduğunu belirtmiştir. 

Evlice (2021) 2018-2019 yılları arasında yürttüğü çalışmada Afyonkarahisar 

(149), Aksaray (69), Bolu (94), Kayseri (94), Konya (127), Nevşehir (91), Niğde (226) 

ve Sivas (77) illerinden topladığı 927 adet toprak örneğinden 84’ünün Meloidogyne spp. 

ile bulaşık olduğunu belirtmiştir. Elde ettiği popülasyonları türe özgü primerler ile 

taradığında; Aksaray, Nevşehir ve Niğde illerinde M. hapla ve M. chitwoodi türlerinin 

bulunduğunu Kayseri ilinde ise sadece M. chitwoodi türünün tespit edildiğini bildirmiştir. 

 

2.3.2. Meloidogyne hapla ve Meloidogyne chitwoodi’nin tanılanması 

Meloidogyne türlerinin teşhisinde en sık kullanılan karakter, yetişkin dişilerin arka 

vücut bölgesinde yer alan perineal modelin morfolojisidir. Bu bölge; vulva-anüs alanını 

(perine), kuyruk ucunu, fazmit (phasmid), yanal çizgileri ve çevreleyen kutiküler çizgileri 

içermektedir (Hunt ve Handoo 2009) (Şekil 2.2).  
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             (a)                                  (b)                                       (c) 

Şekil 2.2. (a. ve b.) Meloidogyne hapla’nın perinal kesiti c) Meloidogyne chitwoodi’nin 

perinal kesiti (Hunt ve Handoo 2009) 

 

Meloidogyne türlerinin teşhisinde dişi ve ikinci dönem larvaların morfometrik ve 

allometrik ölçüm kriterlerinin standart formülizasyonu belirlenmiştir. (Siddiqi 2000). 

Standart formüle göre yapılan farklı çalışmalarda ikinci dönem larva ölçümleri ortaya 

konulmuştur (Çizelge 2.3). 

Çizelge 2.3. Meloidogyne chitwoodi ile Meloidogyne hapla J2 morfometrik ölçümleri 
(Whitehead 1968; Golden vd. 1980) 

Meloidogyne chitwoodi J2 Morfometrik 

Karakterleri 

Golden vd. (1980) Ölçümleri (J2 ölçüm birimi 

(μm) ve standart hata (min-max) (±)) 

Stilet Uzunluğu 9,9 ± 0.3 (9,0 – 10,3) 

Dorsal oesophageal gland (DGO) 3,2 ± 0.2 (2,6 – 3,9) 

Kuyruk Uzunluğu 43,0 ± 1.8 (39,0 – 47,0) 

Hyaline terminus 11,0 ± 1.0 (8,6 – 13,8) 

Vücut Uzunluğu (L) 390,0 ± 16.0 (336,0 – 417,0) 

a 27,5 ± 1.2 (24,5 – 29,8) 

c 8,9 ± 0.4 (7,9 – 9,6) 

Meloidogyne hapla Whitehead (1968) 

Stilet uzunluğu 9,7 ± 0.92 (7,9 – 10,9) 

Kuyruk uzunluğu 43,0 ± 4.0 (33,0 – 48,0) 

Vücut uzunluğu (L) 337,0 ± 11.4 (312,0 – 355,0) 

a 23,9 ± 1.7 (20,1 – 26,6) 

c 7,9 ± 0.2 (7,3 – 10,2) 

a: Vücut uzunluğu / vücut genişliği, c: Vücut uzunluğu / kuyruk uzunluğu 

 

Kök-ur nematodlarının mikroskobik inceleme yapılarak tanılaması zor olup çok 

büyük deneyim ve taksonomik bilgi gerektirmektedir. (Sapkota 2016). Ayrıca morfolojik 

karakterlere bağlı olarak yapılan tanılama oldukça zaman almakta ve farklı özelliklerin 

yakınlığından dolayı türler karıştırılabilmektedir (Devran 2002). 

Nematodların morfolojik tanılanmasından kaynaklanan zorluklar nedeniyle farklı 

tanılama metodları geliştirilmiştir. Bu metodlardan birisi izoenzim fenotiplemesidir. 

1971’li yıllarda Meloidogyne türlerinin tanılanması için başlayan çalışmalarda belirli bir 
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Meloidogyne türünün belirli sayıda dişisinden alınan ham proteinlerin poliakrilamid-jel 

elektroforezine tabi tutularak türe özgü enzim fenotipi tespit edilmeye çalışılmıştır. 

Yapılan çalışmalarda; esteraz, malat dehidrojenaz ve op-gliserofosfat dehidrojenaz 

fenotiplerinin, Meloidogyne'nin en yaygın dört türünün (M. incognita, M. arenaria, M. 

javanica ve M. hapla)'nın tanılanmasında yararlı olduğuna dair güçlü bir işaret verdiği 

bildirilmiştir (Dickson vd. 1971; Hussey vd. 1972). Bu çalışmaların az sayıda 

popülasyonla yürütülmesi nedeniyle enzim fenotipleri ile Meloidogyne türleri arasında 

kurulan ilişkinin garanti olmadığına karar verilmiştir. Bu nedenle birkaç yıl sonra daha 

fazla sayıda Meloidogyne popülasyonu kullanılarak izoenzim çalışmaları genişletilmiştir 

(Berge vd. 1975; Dalmasso ve Berge 1978). Ayrıca aynı araştırmacılar akrilamid jel 

sistemini minyatürleştirerek 2-3 adet dişi bireye ait protein miktarının enzim fenotipi elde 

edilmesini sağlamışlardır. Ancak, bu sistemde enzimin bir jelden diğer jele göre 

elektroforetik hareketliliğinde önemli farklılıklar olduğu için araştırmacılar belirli bir 

enzimin fenotipini çıkarmak için birçok jeli değerlendirmek zorunda kalmışlardır. 1980’li 

yıllarda ince levha elektroforezisinin disk elektroforezinin yerini almasıyla tek bir dişinin 

enzim fenotipi çıkarılabilmiş aynı zamanda birçok dişinin enzim fenotipi aynı jel üzerinde 

karşılaştırılabilmiştir. Yapılan çalışma sonucunda özellikle esteraz enziminin 

Meloidogyne cinsindeki türlerin tanılanmasında karakter olarak kullanılmasına dair en 

güçlü kanıtı sağladığı bildirilmiştir (Janati vd. 1982). Daha sonra yapılan çalışmada 

Uluslararası Meloidogyne Projesi'nin desteğiyle çeşitli kıtalardaki 65 ülkeden, 16 

Meloidogyne türünü temsil eden yaklaşık 300 popülasyon, dört enzim sistemi, yani 

spesifik olmayan esterazlar, malat dehidrojenaz, süperoksit dismutaz ve glutamat-

oksaloasetat transaminaz fenotipleri açısından incelenmiştir (Esbenshade ve 

Triantaphyllou 1985). Yapılan çalışma sonucunda daha önceki çalışmalarda olduğu gibi 

esterazların ana türlerin tanılanmasında en yararlı sonuçları verdiği bildirilmiştir. 

Yaklaşık olarak M. hapla'nın %94'ü, M. incognita’nın %98'i ve M. javanica'nın %100'ü, 

yalnızca esteraz fenotipleri temelinde tanılanabildiği belirtilmiştir. Ayrıca, iki ilave 

esteraz fenotipinin, M. arenaria'yı %98-100 doğrulukla tanıladığı gösterilmiştir Bazı 

durumlarda iki türün fenotiplerinin benzerliği nedeniyle tanılamaların kesin olmadığı 

bildirilmiştir. Kombinasyon halinde düşünüldüğünde iki veya daha fazla enzimin 

fenotipleri, Meloidogyne türlerinin karakterizasyonu için daha da kesinlik sağlayabildiği 

belirtilmiştir. M. hapla ve M. incognita'nın esteraz fenotipinde elde edilen tek bant 

görüntüsü birbirine oldukça yakın olduğundan bu türler karıştırılabileceği düşülmüştür. 

Bu iki türü ayırt etmek için Malat dehidrojenaz enzimi kullanılmıştır. Bu enzimin iki tür 

arasında oluşturduğu çarpıcı fenotipleri sayesinde türler rahatça birbirinden 

ayrılabilmektedir (Esbenshade ve Triantaphyllou 1985). Yapılan bir diğer çalışmada da 

Meloidogyne türlerini ayırt etmede güvenilir olan ek enzimler değerlendirilmiştir. 

Çalışma sonucunda glukoz fosfat izomeraz M. graminicola’yı M. chitwoodi, M. naasi, 

M. graminis’ten; M. hapla’yı M. microtyla’dan; M. incognita’yı M. microcephala’dan 

ayırabildiğini, fumarat hidrataz ise M. naasi’yi M. chitwoodi’den ayırabildiği 

belirtilmiştir (Esbenshade ve Triantaphyllou 1987). 

İzoenzimler, kök-ur nematodlarının dişi bireyleri üzerinden tür tanılaması 

sağlayan güvenilir bir yöntemdir. Bununla birlikte bu yöntem J2’leri tanılayamaz. Başarılı 

bir tanılama için genç, sağlıklı dişiler gerekmektedir. Arazi örnekleri olarak alınan 

topraklarda J2 bulunduğu için izoenzim analizi yapılamaz. İzoenzim analizinin 

yapılabilmesi için bu larvalardan dişi kültürünün elde edilmesi gerekir (Williamson vd. 

1997). Ayrıca proteinlerin hücresel ekspresyonu genellikle gelişimsel veya çevresel 
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etkilere dayanır ve tüm bireylerde veya nematod popülasyonlarında tek tip olarak 

bulunmayabilir (Hyman 1990).  

DNA tabanlı tanılama yöntemleri, belirli bir dönemde bulanan dişi bireye bağlı 

kalmaması, genom ekspresyonu gibi değişkenlik göstermemesi ve çevresel etkilerden 

bağımsız çalışması sayesinde önem kazanmıştır (Zijlstra 1995).  

Powers ve Harris (1993) Meloidogyne türlerini tanılamak için Cytochrome 

oxidase subunit II geni (COII) ile ribozomal 16s rRNA gen bölgesinden primerler dizayn 

etmişlerdir. PCR ile elde ettikleri ürünü çeşitli kesim enzimleri ile keserek ve jel 

elektroforezisinde yürüterek M. incognita, M. arenaria, M. javanica, M. hapla, and M. 

chitwoodi türlerinin tanılamalarını gerçekleştirmişlerdir. 

Zijlstra vd. (1997) M. chitwoodi ve M. hapla türlerinin de dahil olduğu dört 

Meloidogyne türünün rDNA ITS bölgelerinin dizilim analizi sonucu ITS2 bölgesinde her 

bir türü tanılamak için büyük farklılıklar olduğunu tespit etmişler ve bu bölgeden 

tasarladıkları primerler ile M. hapla ve M. chitwoodi türlerini tanılamışlardır. Ayrıca tek 

bir J2 DNA’sı ile bu türlerin tanılanabileceğini bildirmişlerdir. 

Zijlstra (2000) M. chitwoodi ve M. hapla türlerinde de dahil olduğu çalışmada 

RAPD tekniği ile türe özgü fragmentler elde etmişler ve bu fragmentlerden elde ettikleri 

sekans bilgilerine göre SCAR primerleri tasarlamışlardır. Ayrıca, yaptıkları multiplex 

PCR çalışması sonucunda M. chitwoodi, M. hapla ve M. fallax türlerini birbirlerinden 

ayırt edebildiklerini bildirmişlerdir. 

Wishart vd. (2002), M. chitwoodi, M. hapla ve M. fallax türlerini tanılamak için 

5S ve 18S genleri arasındaki intergenik ayırıcı bölgeyi kullanarak türe özgü primerler 

geliştirmişler ve bu üç türü karışık halde ve tek bir larva üzerinden tanılayabildiklerini 

bildirmişlerdir. 

Zijlstra ve Van Hoof (2006), M. chitwoodi ve M. fallax türlerini Real-time PCR’da 

tanılayabilmek için Meloidogyne spp.’nin rDNA-ITS2 bölgesindeki sekans bilgilerine 

göre primer ve TaqMan probları tasarlamışlardır. Çalışmalarında multipleks gerçek 

zamanlı PCR çalışmalarının 100 fg’lık DNA materyalini kolayca saptayabildiğini 

böylece standart bir PCR'den en az 10 kat daha hassas olduğunu bildirmişlerdir. 

Dong vd. (2013) M. hapla’nın tarlada Panax notoginseng bitkisinde oluşturduğu 

zararı tespit etmek için DNA barkodlama yöntemi ile tanılamayı amaçlamışlardır. Bu 

amaçla M. hapla’yı ITS1 ve ITS2 bölgelerinden tasarladıkları iki çift spesifik primer ve 

SYBR Green boyası kullanarak karışık popülasyon içerisinde M. hapla türünü Real-time 

PCR ile ayırt edebildiklerini belirlemişlerdir. Ayrıca ITS1 ve ITS2 bölgelerindeki kopya 

sayısının, üç bahçedeki RKN sayılarına benzer bir eğilim sergilediğini belirtmişlerdir. Bu 

tespitin M. hapla'nın tarlalarda verdiği zararı belirlemek için kullanılabileceğini 

bildirmişlerdir. 

Sapkota vd. (2016) M. hapla’yı rDNA 5.8S ve ITS2 bölgelerinden tasarladıkları 

bir çift primer ve TaqMan probu ile tanılamışlardır. Yaptıkları çalışmada topraktan direk 

DNA ekstraksiyonu yaparak bu türü teşhis edebildiklerini bildirmişlerdir. Topraktan 

DNA izolasyonun Real-time PCR cihazında hassasiyet denemelerinde; 100 gr toprakta 
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yaklaşık 125 yumurtanın tutarlı bir şekilde tespit edilebildiğini bu sayede M. hapla zarar 

düzeyinin toprak analizi yoluyla tahmin edebileceğini bildirmişlerdir. 

Peng vd. (2017), M. hapla türünü tanılamak için LAMP yöntemini kullanmışlar 

ve bunun için ITS bölgesinden beş adet primeri tasarlamışlardır. LAMP yönteminin 

klasik PCR yöntemine göre 100 kat daha hassas bir tanılama sağladığını bildirmişlerdir. 

Zhang ve Gleason (2019), LAMP yöntemine göre M. chitwoodi türünü tanılamak 

için IGS2-18S rDNA bölgesinden primer geliştirmişler ve LAMP yönteminin klasik PCR 

yöntemine göre 100 kat daha hassas olduğunu ve 45 dakika içerisinde analizin 

tamamlandığını bildirmişlerdir. 

Anderson ve Gleason (2023) yaptıkları çalışmada M. chitwoodi, M. fallax ve M. 

minor türlerini tanılamak için primerleri ve moleküler beacons’ları HSP90 bölgesinden 

tasarlamışlardır. Yaptıkları Real time PCR çalışması sonucunda üç türün karışık halde ve 

tek bir J2 bireyi üzerinden eş zamanlı tanılanabildiğini bildirmişlerdir. 

 

2.4. KASP (Kopetitive Allele-Specific PCR) Tekniği 

Tek nükleotid polimorfizmi (SNP) belirteçleri, bireyler arasında en yaygın genetik 

varyasyonu göstermektedir ve son yıllarda birçok yöntem SNP temellidir. Genom 

çapında ilişkilendirme çalışmaları ve melezleme uygulamaları gibi karmaşık genetik 

özelliklerin incelenme çalışmalarında tercih edilen bir sistemdir (He vd. 2014). SNP’lerin 

tüm organizmaların genomlarında fazlaca bulunmaları, düşük maliyetli olmaları, yüksek 

çıktı sağlaması ve diğer belirteçlere kıyasla nispeten düşük mutasyon oranları sayesinde 

bu SNP’ler ile üretilen belirteçlerin geliştirilmiş tarımsal ürünlerin ve bilimsel 

problemlerin çözümünde ideal adaylar haline getirmektedir (Zhao ve Boerwinkle 2002; 

Jenkins ve Gibson 2002; Zhang ve Gerstein 2003; Ragoussis 2006; Perkel 2008; Nijman 

vd. 2008; Ribaut vd. 2010; Delannay vd. 2012;). 

KASP yöntemi, tek bir bialelik SNP’e özgü çoğaltılan ürünün tanılanması için iki 

floresan kasetin kullanılarak floresan rezonans enerji transferini (FRET) temel almaktadır 

(Suo vd. 2020). KASP yönteminde süreç alele özgü primerlerden birinin hedef SNP ile 

eşleşmesi ve ortak olan ters primer ile hedef bölgenin üretildiği PCR aşaması ile 

başlamaktadır. Bu faz sırasında flor etiketli oligolar, söndürücü etiketli tamamlayıcı 

oligolarına bağlı kalır ve floresan sinyali üretilmez. PCR süreci ilerledikçe üretilen alele 

karşılık gelen flor etiketli oligolardan biri de şablona dahil olur ve bu nedenle söndürücü 

etiketli tamamlayıcısına artık bağlı kalmaz. Flor artık söndürülmediği için uygun floresan 

sinyali üretilir (He vd. 2014). 

Khanal vd. (2019), Rotylenchulus reniformis’in Louisiana, Mississippi, Arkansas, 

South Carolina, Georgia, Hawaii ve Alabama eyaletlerinden elde ettikleri 26 izolatının 

genetik çeşitliliklerini KASP tekniğini kullanarak taramışlardır. Bu amaçla yaptıkları 

çalışmada R. reniformis izolatlarının tüm genom ekstraksiyonu ve amplifikasyonu 

yapılarak 162’den fazla SNP tanılandığını bildirmişlerdir. Tespit ettikleri 162 SNP 

içerisinden belirledikleri 31 adet SNP bölgesinden primer setleri oluşturularak izolatların 

genomlarını taramışlardır. Elde ettikleri sonuçlara göre Louisiana, Mississippi ve 
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Arkansas izolatları arasında yedi adet SNP’in, South Carolina, Georgia, Hawaii ve 

Alabama izolatları arasında sekiz SNP’in genetik farklılık oluşturduğu bildirmişlerdir. 

Çalışmada tasarladıkları SNP markörlerinin R. reniformis türünün kökenini, genetik 

çeşitliliği ve dağılımını değerlendirmek için yararlı olduğunu belirtmişlerdir. Ayrıca 

ileride yapılacak dayanıklılık çalışmalarında elde ettikleri bilgilerin ve tasarladıkları 

markörlerin kullanılabileceğini bildirmişlerdir. 

Devran ve Göknur (2020), KASP yöntemine göre Aphelenchoides besseyi türünü 

SSU rDNA bölgesinden tasarladıkları primerler (Ab1) ile tanılamışlar ve yaptıkları 

çalışmada A. besseyi izolatlarını A. fragariae, A. ritzemabolasi, A. subtenuis türlerinden 

ayırt edebildiklerini bildirmişlerdir. Ayrıca, A. besseyi’nin farklı biyolojik dönemlerinde 

(yumurta, larva, erkek ve dişi birey) KASP yöntemine göre tanılanabildiğini 

belirtmişlerdir. 

Devran ve Göknur (2023), M. incognita, M. javanica ve M. arenaria türlerini 

tanılamak için WormBase veri bankası kullanarak her bir türe özgü KASP pirmerleri 

tasarlamışlar ve ilk kez kendilerinin KASP yönteminde geliştirdikleri yalnızca ileri 1 

(forward 1) ve geri (reverse) primerini kullanarak tanılama yapmışlardır. 
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Materyal 

3.1.1. Nematod popülasyonları 

Çalışmalarda kullanılan nematod türlerine ve bunların izolatlarına ait bilgiler 

Çizelge 3.1 de listelenmiştir. Örneklerin bir kısmı Bitki Koruma Bölümü Nematoloji 

laboratuvarındaki kültürlerden bir bölümü ise diğer araştırmacılardan ve uluslararası 

laboratuvarlardan temin edilmiştir. 

Çizelge 3.1. Çalışmalarda kullanılan bitki paraziti nematodların örnek kodu, konukçusu, 

orijini ve referansı 

Örnek Kodu Nematod Türü Konukçu Orijin Referans 

Nvs 
Meloidogyne 

chitwoodi 
Patates Derinkuyu, Nevşehir 1 

Nde 
Meloidogyne 

chitwoodi 
Patates Kiledere, Niğde 2 

Mc-2* 
Meloidogyne 

chitwoodi 
Patates Alay, Niğde Devran vd. (2009) 

Kon* 
Meloidogyne 

chitwoodi 
Patates Konya 3 

Bul-1 
Meloidogyne 

hapla 
Bilinmiyor Bulgaristan 4 

Pop 3 
Meloidogyne 

hapla 
Domates Birleşik Krallık 5 

Dr* 
Meloidogyne 

hapla 
Domates Deregümü, Isparta 6 

G7 
Meloidogyne 

incognita 
Domates Gazipaşa, Antalya 

Devran ve Söğüt 

(2009) 

V24 
Meloidogyne 

incognita 
Domates Kumluca, Antalya 

Mıstanoğlu vd. 

(2019) 

Bam-1 
Meloidogyne 

javanica 
Bamya Kumluca, Antalya 

Mıstanoğlu vd. 

(2019) 

V28 
Meloidogyne 

javanica 
Domates Aksu, Antalya 

Mıstanoğlu vd. 

(2019) 

K18 
Meloidogyne 

arenaria 
Domates Kumluca, Antalya 

Devran ve Söğüt 

(2009) 

L1 
Meloidogyne 

arenaria 
Lavanta Kırklareli Özalp vd. (2020) 

Or-1 
Meloidogyne 

luci 
Domates Ordu 

Aydınlı ve Mennan 

(2019) 

Mhis 
Meloidogyne 

hispanica 
Bilinmiyor Bilinmiyor 4 

146 
Globodera 

rostochiensis 
Patates Bozdağ, İzmir 7 

Aly 
Globodera 

rostochiensis 
Patates Alaylı, Niğde 8 

Nge 
Globodera 

rostochiensis 
Patates Hasaköy, Niğde 9 

Nev 
Globodera 

rostochiensis 
Patates Derinkuyu, Nevşehir 9 

Ni163 
Globodera 

rostochiensis 
Patates Merkez, Niğde 3 
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Çizelge 3.1’in devamı 

14-789/2 
Globodera 

rostochiensis 
Patates İskoçya 10 

Gr1 
Globodera 

rostochiensis 
Patates Birleşik Krallık 5 

14-789/1 
Globodera 

pallida 
Patates İsviçre 10 

07-998/5 
Globodera 

pallida 
Patates Fransa 3 

Gpa1 
Globodera 

pallida 
Patates Birleşik Krallık 5 

19v132 
Ditylenchus 

destructor 
Patates Çekya 10 

K1 
Ditylenchus 

dipsaci 
Sarımsak Morcalı, Karaman 11 

KAS 9 
Ditylenchus 

dipsaci 
Sarımsak Kastamonu 12 

Hf 
Heterodera 

filipjevi 
Bilinmiyor Bilinmiyor 13 

Ha 
Heterodera 

avenae 
Bilinmiyor Bilinmiyor 13 

Hl 
Heterodera 

latipons 
Bilinmiyor Bilinmiyor 13 

1 Nevşehir İl Tarım ve Orman Müdürlüğü, Nevşehir, Türkiye 

2 Niğde İl Tarım ve Orman Müdürlüğü, Niğde, Türkiye 

3 Sivas Bilim ve Teknoloji Üniversitesi, Tarım Bilimleri ve Teknoloji Fakültesi, Bitki Kouma Bölümü, 

Sivas, Türkiye 

4 Akdeniz Üniversitesi, Bitki Koruma Bölümü, Nematoloji Laboratuvarı, Antalya, Türkiye 

5 Fera Science Ltd., 65 Gresham St, London, United Kingdom 

6 Isparta Uygulamalı Bilimler Üniversitesi, Ziraat Fakültesi, Bitki Koruma Bölümü, Isparta, Türkiye 

7Adana Biyolojik Mücadele Araştırma Enstitüsü, Adana, Türkiye 

8 Niğde Patates Araştırma Enstitüsü, Niğde, Türkiye 

9 Niğde Ömer Halisdemir Üniversitesi, Ayhan Şahenk Tarım Bilimleri ve Teknolojileri Fakültesi, Bitkisel 

Üretim ve Teknolojileri, Niğde, Türkiye 

10 ANSES Laboratory, Domaine de la Motte au Vicomte BP 35327-35653 Le Rheu Cedex, Rennes, France 

11 Karamanoğlu Mehmetbey Üniversitesi, Teknik Bilimler Meslek Yüksek Okulu, Bitkisel ve Hayvansal 

Üretim Bölümü, Organik Tarım Bölümü, Karaman, Türkiye 

12 Atatürk Bahçe Kültürleri Merkez Araştırma Enstitüsü, Bitki Sağlığı Bölümü, Yalova, Türkiye 

13 Bolu Abant İzzet Baysal Üniversitesi, Ziraat Fakültesi, Bitki Koruma Bölümü, Bolu, Türkiye 

* PC2, KASP-NMhp ve KASP-Mch primer çalışmalarında kullanılmıştır. 

3.2. Metot 

3.2.1. Kök-ur nematodlarının saf kültürlerinin oluşturulması ve çoğaltılması 

Kök-ur nematodlarının saf kültürlerinin oluşturulması için domates çeşitlerine 

(Tueza F1 ve Seval F1) ve biber çeşidine (Safran F1) ait fideler, otoklavlanarak sterilize 

edilmiş kumlu-tınlı toprak karışımı içeren 250 ml’lik saksılara şaşırtılmıştır. Nematod 
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popülasyonlarının bozulmamış (deforme olmamış) yumurta paketleri seçilerek su dolu 3 

ayrı petri kabında sırasıyla yıkanmış ve 2 ml’lik eppendorf tüpüne alınmıştır. Daha sonra 

bu tek yumurta paketleri 4-5 yapraklı dönemdeki fidelerin boğaz kısmına yakın bir 

yerinden açılan deliklerden inokülasyon yapılmıştır. İnokulasyon yapılan bitkiler 8 hafta 

boyunca iklimlendirme odasında, 25°C sıcaklık, %65 nem ve 16:8 saat (Işık-Karanlık) 

periyodunda yetiştirilmiştir. Bu süre sonunda bitkilerin kökleri gövdesinden kesilerek 

alınmış ve musluk suyu altında topraklarından arındırıldıktan sonra yumurta kümeleri 

toplanmıştır. Böylece, çalışmalarda kullanılacak nematoloji kültür koleksiyonunda 

bulunan kök-ur nematodu izolatlarının saflaştırma işlemleri tamamlanmıştır. Saflaştırma 

sonucu elde edilen yumurta kümeleri çoğaltma işleminde kullanılmıştır. Tez süresince 

kültürlerin yenilenmesine ve çoğaltılmasına devam edilmiştir. 

 

3.2.2. Nematod ekstraksiyonu 

Kök-ur nematodlarının yumurta paketlerinden larva elde etmek için elek yöntemi 

kullanılmıştır. Çapı 9 cm olan petrilerin içerisindeki eleklere yumurta paketleri koyulmuş 

ve 24°C sıcaklıkta 48 saat inkübatörde bekletilmiştir (Şekil 3.1a). Yumurta paketlerinden 

çıkan larvaların geçtiği petri suyu 15 ml’lik falcon tüplere alınarak nematodların dibe 

çökmesi için 4-6 saat bekletilmiştir. Daha sonra falcon tüplerinin üzerinden su dikkatli 

bir şekilde alınarak kalan 1 ml su iyice karıştırılmış ve 50 μl su mikro pipet ile çekilerek 

sayım yapılmıştır.  

Meloidogyne chitwoodi ile enfekteli patates yumrularından dişi birey ve yumurta 

paketi elde etmek için patatesin kabuğu soyulmuştur. Patates dokusu içerisindeki gömülü 

yerlerden dişi ve yumurta paketleri bir miktar patates dokusuyla birlikte bistüri 

kullanılarak çıkarılarak, DNA izolasyon işlemine başlanmak üzere tüplere alınmıştır 

(Uysal ve Devran 2022) (Şekil 3.1b). 

                                                          

         (a)                                                                                               (b) 

Şekil 3.1. a) Kök-ur nematodu yumurtalarından J2 elde edilmesi b) Meloidogyne 

chitwoodi ile enfekteli patates yumrularından dişi birey ve yumurta paketinin çıkarılması 

Ditylenchus destructor Thorne, 1945 ile bulaşık patates örneklerinden larva-ergin 

bireyler elde etmek için geliştirilmiş Baermann Funnel yöntemi kullanılmıştır (Hooper 

1986). Bu yöntemde; bulaşık patates yumrusu ince dilimler halinde kesilerek plastik petri 
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kaplarının içindeki eleklerin yüzeyindeki filtre kâğıtlarının üzerine yerleştirilmiştir. Petri 

kaplarındaki patates dilimleri tamamen su ile temas edecek şekilde piset kullanılarak su 

aktarılmıştır. Nematodların suya geçebilmesi için örnekler petrilerde 48 saat 

bekletilmiştir (Şekil 3.2a). Süre sonunda petri kabındaki su 100 ml’lik mezüre aktarılarak 

nematodların dibe çökmesi için 24 saat bekletilmiştir. Daha sonra mezürün üstünden suyu 

alınarak 15 ml’lik falcon tüplerine aktarılmıştır. Falcon tüplerinde 4-6 saat bekletilen 

numunelerde 1 ml su kalacak şekilde üstten mikropipet ile sular çekilmiştir. En sonunda 

kalan 1 ml’lik su iyice karıştırılarak 50 μl’lik miktarı lam üstüne alınarak sayım işlemi 

yapılmıştır. 

Toprak numunelerinden patates kist nematodlarına ait kistlerin elde edilmesi için 

Fenwick yöntemi kullanılmıştır (Fenwick 1940). Aletin içerisindeki hazneye 250 g toprak 

örneği konulmuştur. Haznenin su giriş bölümüne hortum bağlanarak toprak örnekleri 

yıkanmıştır. Yıkama işlemi sırasında aletin oluğundan akan sular içerisinden kistlerin 

elde edilebilmesi için 850 ve 250 µm çapındaki elekler üzerinden geçirilmiştir (Şekil 

3.2b). Elek üzerinde biriken toprak taneleri ile karışık haldeki kistler hafif basınçlı suyla 

beher kaplarına alınmıştır. Üstten aydınlatmalı stereo mikroskop altında kistler 

toplanmıştır. Globodera kistlerinin rahat açılması için lam üzerindeki bir miktar su 

üzerinde 20 dk bekletilmiştir. Daha sonra lamda bulunan kistler bir iğne aracılığıyla 

patlatılmıştır. Kistlerden çıkan yumurtaların açılması için 15 dk beklenilmiştir. 

Yumurtadan çıkan larvalar bir iğne aracılığıyla tek tek toplanmıştır. 

                                                                                     

                       (a)                                                                                          (b) 

Şekil 3.2. a) Ditylenchus destructor enfekteli patates dilimlerinin petriye alınması b) 

Kistlerin Fenwick yöntemi ile elde edilmesi 

 

3.2.3. DNA izolasyonu 

Çalışmalarda kullanılan nematod türlerinin ergin birey, yumurta, larva ve 

kistlerinden DNA izolasyonu High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche 

Diagnostics, GmbH Mannheim, Germany) kullanılarak firmanın önerdiği şekilde 

yapılmıştır. 
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3.2.4. PCR çalışmaları 

Ekonomik öneme sahip kök-ur nematodları ile Globodera pallida ve G. 

rostochiensis türlerine özgü primerler kullanılarak doğrulamaları yapılmıştır (Çizelge 

3.2). PCR içeriği; 2,5 μL DNA, 2 mM MgCl2, 200 μM dNTPs, 0,4 μM her bir primer, 2,5 

μL 10X PCR buffer, 1 Unit Taq DNA polymerase ve distile sudan oluşan toplam 25 μL 

hacimde yapılmıştır.  PCR döngüsü için yayınlarda belirtilen koşullar kullanılmıştır 

(Bulman ve Marshall 1997; Wishart vd. 2002; Devran vd. 2009; Maleita vd. 2021; Uysal 

ve Devran 2022;). PCR ürünleri 1X TAE içerisinde %1,5 agaroz jel kullanılarak 

yürütülmüş ve Xpert Green DNA Stain boyası kullanılarak UV ışık veren Gel iX Imager 

(Intas Science, Germany) cihazında görüntülenmiştir. 

Çizelge 3.2. İzolatların doğrulanması için kullanılan türe özgü primerlerin adları, 

dizilimleri, uzunlukları ve referansı 

Tür Adı Primer Adı Primer Dizisi (5’ – 3’) 
Bant 

(Bp) 
Referans 

Globodera 

rostochiensis 

 

Globodera 

pallida 

PITSr3 AGCGCAGACATGCCGCAA 
434 

Bulman ve 

Marshall 

(1997) 

 

White vd. 

(1990) 

PITSp4 ACAACAGCAATCGTCGAG 

265 
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 

Meloidogyne 

chitwoodi 

Meloidogyne 

fallax 

Meloidogyne 

hapla 

JMV1 GGATGGCGTGCTTTCAAC 540 

Wishart vd. 

(2002) 
JMV2 TTTCCCCTTATGATGTTTACCC 670 

JMVhapla AAAAATCCCCTCGAAAAATCCACC 440 

Meloidogyne 

incognita 

Inc-K14-F GGGATGTGTAAATGCTCCTG 

399 
Randing vd. 

(2002) 
Inc-K14-R CCCGCTACACCCTCAACTTC 

Meloidogyne 

javanica 

Fjav GGTGCGCGATTGAACTGAGC 

670 
Zijlstra vd. 

(2000) 
Rjav CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC 

Meloidogyne 

arenaria 

Far TCGGCGATAGAGGTAAATGAC 

420 
Zijlstra vd. 

(2000) 
Rar TCGGCGATAGACACTACAACT 

Meloidogyne 

luci 

Mlf ACTCCTGCGACCTCATGGCATTTA 

771 
Maleita vd. 

(2021) 
Mlr ACTCCTGCGAACACAACATTTACT 
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3.2.5. Globodera rostochiensis ve Globodera pallida türleri için KASP primerlerinin 

geliştirilmesi 

GenBank (National Center for Biotechnology Information, NCBI)’asından alınan 

G. rostochiensis ve G. pallida ya ait DNA dizileri (MT270485.1 ve MN475966.1) 

Geneious Prime 2019.2 (Biomatters Ltd.) programı kullanılarak hizalanmıştır. Hizalama 

analizleri sonucunda G. rostochiensis ve G. pallida türlerini ayırt edebilecek SNP’leri 

içeren bölgeler Devran ve Göknur (2020)’a göre belirlenmiştir. KASP primerine 

dönüştürmek üzere firmaya gönderilmiştir. Geliştirilen primerlerin gen bankasında başka 

türlerle eşleşip-eşlemediğinin kontrolü yapılmıştır. Geliştirilen primerlerin dizileri 

Çizelge 3.3’de verilmiştir. 

Çizelge 3.3. Globodera rostochiensis ve Globodera pallida için geliştirilen KASP 

primerlerinin adları ve dizileri 

Tür Adı 
Primer 

Adı 
Primer Primer Dizisi (5’ – 3’)   

Globodera rostochiensis KASP-Gr 

Forward 1 CACAAGCGCAGACATGCCGCAA 

Forward 2 CAAGCGCAGACATGCCGCG 

Common reverse TCCATGTYGTACGTGCCGTAC 

Globodera pallida KASP-Gp 

Forward 1 CACAAGCGCAGACATGCCGCT 

Forward 2 CAAGCGCAGACATGCCGCG 

Common reverse TCCATGTYGTACGTGCCGTAC 

• Tezin savunulmasından önce makalede yayınlanmıştır. 

 

3.2.6. Meloidogyne hapla ve Meloidogyne chitwoodi türleri için KASP primerlerinin 

geliştirilmesi 

GenBank (National Center for Biotechnology Information, NCBI)’asından alınan 

M. hapla’ya ait DNA dizisi (AY528416.1) Geneious Prime 2019.2 (Biomatters Ltd.) 

programı kullanılarak kök-ur nematod türleri ve diğer bitki paraziti nematodlarla eşleşme 

durumu kontrol edilmiştir. Hizalama analizleri sonucunda M. hapla türünü diğer kök-ur 

nematodlarından ve bitki paraziti türlerinden ayırt edebilecek SNP’leri içeren bölgeler 

Devran ve Göknur (2020)’a göre belirlenmiştir. Önceki çalışmalarda olduğu gibi M. 

hapla türünü KASP tekniği ile tanılamak için iki ileri bir geri primer tasarlanmıştır 

(Devran ve Göknur 2020; Devran ve Göknur 2023) (Çizelge 3.4). 

GenBank (National Center for Biotechnology Information, NCBI)’asından alınan 

M. chitwoodi’ye ait DNA dizileri (KP901059.1) Geneious Prime 2019.2 (Biomatters 

Ltd.) programı kullanılarak başta kök-ur nematod türleri ve diğer bitki paraziti 

nematodlara ait dizilerle karşılaştırılmıştır. Hizalama analizleri sonucunda M. chitwoodi 

türünü diğer kök-ur nematodlarından ve bitki paraziti türlerinden ayırt edebilecek 

SNP’leri içeren bölgeler Devran ve Göknur (2020)’a göre belirlenmiştir. Meloidogyne 

chitwoodi türünü KASP tekniği ile tanılamak için önceki çalışmalarda olduğu gibi iki ileri 

bir geri primer tasarlanmıştır (Devran ve Göknur, 2020; Devran ve Göknur, 2023) 

(Çizelge 3.4). 

 

about:blank
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Çizelge 3.4. Meloidogyne hapla ve Meloidogyne chitwoodi için geliştirilen KASP 

primerlerinin adları ve dizileri 

Tür Adı Primer Adı Primer Primer Dizisi (5’ – 3’)   

Meloidogyne 

hapla 
KASP-NMhp 

Forward 1 GCGTCATCGTCACCTCAAAACAC 

Forward 2 GCGTCATCGTCACCTCAAAACAA 

Common reverse CCCATTGATGGCAGTCGTCGTCAT 

Meloidogyne 

chitwoodi 
KASP-Mch 

Forward 1 
AAATAAAGCATATTTGATACA 

AATATTTATTCA 

Forward 2 
AAATAAAGCATATTTGATACA 

AATATTTATTCG 

Common reverse 
CAAAGCGAAAGCTTTTAATTTTAT 

ATTGTA 

 

3.2.7. KASP analizleri 

3.2.7.1. DNA’ların kontrolü 

KASP denemelerinde kullanılan tüm izolatlara ait DNA’lar, Devran ve Göknur 

(2020) tarafından geliştirilen üniversal KASP primerleri PC2 kullanılarak kontrol 

edilmiştir. PCR reaksiyonu hacmi toplam 20 μL olacak şekilde; DNA (2,5 μL), KASP 

Master Mix (10 μL), PC2 Primer Mix (0,28 μL) ve distile su (7,22 μL) kullanılmıştır. 

KASP analizleri, LightCycler® 480 II (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) Real-

Time PCR cihazında 61-55°C touchdown protokolüne göre (https://biosearch-

cdn.azureedge.net/assetsv6/KASP-thermal-cycling-conditions-all-protocols.pdf) 

gerçekleştirilmiş ve sonuçlar endpoint genotyping analizine tabi tutulmuştur. Floresan 

sinyalleri FAM (465-510 nm) ve HEX (533-580 nm) uyarma/emisyon dalga boyları 

ayarlanarak ölçülmüştür. 

 

3.2.7.2. Globodera rostochiensis’in tanılanması 

Globodera rostochiensis izolatları geliştirilen türe özgü KASP-Gr primerleri 

kullanılarak tanılanmıştır. Bunun için G. rostochiensis türüne ait 7, diğer nematod 

türlerine ait 21 izolat KASP analizine tabi tutulmuştur. Çalışmalarda sistemin daha iyi 

gruplandırma yapabilmesi için G. rostochiensis popülasyonlarından izole edilen DNA’lar 

tekrarlı olarak kullanılmıştır. Toplam KASP PCR reaksiyon hacmi 20 μL olacak şekilde; 

DNA (2,5 μL), KASP Master Mix (12 μL), KASP-Gr Primer Mix (0,28 μL) ve didestile 

su (5,22 μL)’den oluşturulmuştur. Geliştirilen primerler ön çalışmada 3 farklı KASP 

programında (61-55°C touchdown, 68-62°C touchdown and 2-Step 57°C) denenmiş ve 

primerlerin en iyi çalıştığı 61-55°C touchdown protokolü seçilmiştir. Böylece örneklerin 

analizi, 61-55°C touchdown protokolüne göre gerçekleştirilmiştir. LightCycler® 480 II 

(Roche) cihazında endpoint genotyping analizi sonucunda okumalar yapılmıştır. Ayrıca 

KASP-Gr primerinin en düşük kist ve larva sayısında etkinliğinin değerlendirilmesi için 

aynı koşullarda G. rostochiensis izolatlarının 1, 2 ve 4 kistten ve farklı sayılardaki 

J2’lerden (1, 2, 4, 8, 16 ve 32) izole edilen DNA’lar ayrı ayrı KASP analizine tabi 
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tutulmuştur. Bunun için KASP PCR reaksiyonları 20 μL içericek şekilde; DNA (3,5 μL), 

KASP Master Mix (10 μL), KASP-Gr Primer Mix (0,28 μL) ve didestile su (6,22 μL)’dan 

hazırlanmış ve reaksiyonlar yukarıda belirtildiği koşullarda gerçekleştirilmiştir. Larva 

sayıları için yapılan çalışmada Devran ve Göknur (2023) geliştirdiği yaklaşıma göre 

KASP-Gr primerler setinden forward 1 ve reverse primer birlikte kullanılarak ve 61-55°C 

touchdown protokolünde 26 döngü yerine 29 döngü kullanılarak larvaların tanılanması 

yapılmıştır. 

 

3.2.7.3. Globodera pallida’nın tanılanması 

Globodera pallida izolatları türe özgü geliştirilen KASP-Gp primerleri 

kullanılarak tanılanmıştır. Bunun için G. pallida türüne ait 3, diğer nematod türlerine ait 

25 izolat KASP analizine tabi tutulmuştur. Çalışmalarda sistemin daha iyi gruplandırma 

yapabilmesi için G. pallida popülasyonlarından izole edilen DNA’lar tekrarlı olarak 

kullanılmıştır. Toplam KASP PCR reaksiyonu 20 μL hacim olacak şekilde; DNA (2,5 

μL), KASP Master Mix (10 μL), KASP-Gp Primer Mix (0,28 μl) ve didestile su (7,22 

μL)’dan hazırlanmıştır. Geliştirilen primerler ön çalışmada 3 farklı KASP programında 

(61-55°C touchdown, 68-62°C touchdown and 2-Step 57°C) denenmiş ve primerlerin en 

iyi çalıştığı 61-55°C touchdown protokolü seçilmiştir. Böylece örneklerin analizi, 61-

55°C touchdown protokolüne göre gerçekleştirilmiştir. LightCycler® 480 II (Roche) 

cihazında endpoint genotyping analizi sonucunda okumalar yapılmıştır. Ayrıca KASP-

Gp primerinin en düşük kist ve larva sayısındaki etkinliğinin değerlendirilmesi için aynı 

koşullarda 1, 2 ve 4 adet kist ve larvadan izole edilen DNA’lar ayrı ayrı KASP analizine 

tabi tutulmuştur. Kistlerden izole edilen toplam KASP PCR reaksiyonu 20 μL içericek 

şekilde; DNA (3,5 μL), KASP Master Mix (12 μL), KASP-Gp Primer Mix (0,28 μL) ve 

didestile su (4,22 μL)’dan hazırlanmıştır ve reaksiyonlar yukarıda belirtildiği koşullarda 

gerçekleştirilmiştir. Larva tespiti için kurulan KASP PCR reaksiyonu 20 μL olacak 

şekilde DNA (5 μL), KASP Master Mix (12 μL), KASP-Gp Primer Mix (0,28 μL) ve 

didestile su (2,72 μL)’dan hazırlanmıştır ve reaksiyonlar yukarıda belirtildiği koşullarda 

gerçekleştirilmiştir. Yalnızca kist ve larva tespiti için yapılan PCR’lar 61-55°C 

touchdown protokolünde 26 döngü yerine 29 döngü yapılmıştır.  

 

3.2.7.4. Meloidogyne hapla’nın tanılanması 

Meloidogyne hapla izolatları türe özgü geliştirilen KASP-NMhp primerleri 

kullanılarak tanılanmıştır. Bunun için M. hapla türüne ait 3, diğer nematod türlerine ait 

28 izolat KASP analizine tabi tutulmuştur. Çalışmalarda sistemin daha iyi gruplandırma 

yapabilmesi için M. hapla popülasyonlarından izole edilen DNA’lar tekrarlı olarak 

kullanılmıştır. Toplam KASP PCR reaksiyonu 20 μL hacim olacak şekilde; DNA (2,5 

μL), KASP Master Mix (10 μL), KASP-NMhp Primer Mix (0,28 μL) ve didestile su (7, 

22 μL)’dan hazırlanmıştır. Geliştirilen primerler ön çalışmada 3 farklı KASP 

programında (61-55°C touchdown, 68-62°C touchdown and 2-Step 57°C) denenmiş ve 

primerlerin en iyi çalıştığı 61-55°C touchdown protokolü seçilmiştir. Böylece örneklerin 

analizi, 61-55°C touchdown protokolüne göre gerçekleştirilmiştir. LightCycler® 480 II 

(Roche) cihazında endpoint genotyping analizi sonucunda okumalar yapılmıştır. Ayrıca 
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KASP-NMhp primerlerinin en düşük larva sayısında etkinliğini belirlemek için; 1, 2, 4, 

8, 16 ve 32 adet M. hapla J2 larvadan elde edilen DNA’lar kullanılarak aynı miktar ve 

koşullarda KASP analizine tabi tutulmuştur. Yalnızca 61-55°C touchdown protokolünde 

26 döngü yerine 29 döngü kullanılarak PCR yapılmıştır. 

 

3.2.7.5. Meloidogyne chitwoodi’nin tanılanması 

Meloidogyne chitwoodi izolatları türe özgü geliştirilen KASP-Mch primerleri 

kullanılarak tanılanmıştır. Bunun için M. chitwoodi türüne ait 4, diğer nematod türlerine 

ait 27 izolat KASP analizine tabi tutulmuştur. Çalışmalarda sistemin daha iyi 

gruplandırma yapabilmesi için M. chitwoodi popülasyonlarından izole edilen DNA’lar 

tekrarlı olarak kullanılmıştır. Toplam KASP PCR reaksiyonu 20 μL hacim olacak şekilde; 

DNA (2,5 μL), KASP Master Mix (10 μL), KASP-Mch Primer Mix (0,28 μL) ve didestile 

su (7,22 μL)’dan hazırlanmıştır. Geliştirilen primerler ön çalışmada 3 farklı KASP 

programında (61-55°C touchdown, 68-62°C touchdown and 2-Step 57°C) denenmiş ve 

primerlerin en iyi çalıştığı 61-55°C touchdown protokolü seçilmiştir. Böylece örneklerin 

analizi, 61-55°C touchdown protokolüne göre gerçekleştirilmiştir. LightCycler® 480 II 

(Roche) cihazında endpoint genotyping analizi sonucunda okumalar yapılmıştır. PCR 

çalışmalarında 26 döngü yerine 29 döngü yapılmıştır. Çalışmada KASP-Mch primerleri 

1, 2, 4, 10, 20 ve 40 adet M. chitwoodi J2 larvadan elde edilen DNA’lar ve M. chitwoodi 

ile enfekteli patates yumrularından nematod ekstraksiyonu yapılmadan doğrudan elde 

edilen DNA’lar ile yukarıda belirtilen aynı miktar ve koşullarda ayrı ayrı KASP analizine 

tabi tutulmuştur. Bu örnekler ayrıca Devran ve Göknur (2023) geliştirdiği yaklaşım 

kullanılarak KASP-Mch primerler setinden forward 1 ve reverse primer birlikte 

kullanılmış, 61-55°C touchdown protokolünde 26 döngü yerine 29 döngüde PCR 

gerçekleştirilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1. Klasik PCR Çalışmaları 

4.1.1. Patates kist nematodlarının PCR ile tanılanması 

Globodera rostochiensis ve G. pallida’ya ait örneklerin moleküler doğrulanması 

PITSr3/PITSp4/ITS5 primerleri kullanılarak yapılmıştır. Elde edilen PCR ürünleri 

beklenildiği gibi G. rostochiensis örneklerinde yaklaşık olarak 434 bp, G. pallida 

örneklerinde ise yaklaşık 265 bp tespit edilmiştir (Şekil 4.1). 

 

 

 

 

Şekil 4.1. PITSr3/PITSp4/ITS5 primerleri kullanılarak elde edilen PCR ürünleri. M: 

Moleküler markör (100 bp DNA ladder, Hibrigen), G. rostochiensis örnekleri: 146, Aly, 

Nge, Nev, Gr-1, Ni163 ve 14-789/2; G. pallida örnekleri: 14-789/1, Gpa1 ve 07-998/5 

 

4.1.2. Kök-ur nematodlarının PCR ile tanılanması 

Meloidogyne chitwoodi ve M. hapla’ya ait örneklerin moleküler olarak teyit 

edilmesi JMV1/JMV2/JMVhapla primerleri kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Beklenildiği gibi M. chitwoodi örnekleri için yaklaşık olarak 540 bp, M. hapla örnekleri 

için ise yaklaşık olarak 440 bp DNA fragmentleri elde edilmiştir (Şekil 4.2). 

             

Şekil 4.2. JMV1/JMV2/JMVhapla primerleri kullanılarak elde edilen PCR ürünleri. M: 

Moleküler markör (100 bp DNA ladder, Hibrigen), M. chitwoodi örnekleri: Nvs, Nde, 

Mc-2 ve Kon; M. hapla örnekleri: Bul-1, Pop 3 ve Dr 

     M        146       Aly       Nge       Nev      Gr1      Ni163  14-789/2    Su                    M    14-789/1  Gpa1  07-998/5    Su    

500 bp 

500 bp 

 M       Nvs    Nde    Mc-2   Kon    Su                  M      Bul-1  Pop 3   Dr      Su 
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500 bp 

399 bp 

500 bp 

670 bp 

Meloidogyne incognita’ya ait örneklerin moleküler doğrulanması Inc-K14-F/Inc-

K14-R primerleri kullanılarak yapılmıştır. Elde edilen PCR ürünleri beklenildiği gibi 

yaklaşık 399 bp tespit edilmiştir (Şekil 4.3a).  

Meloidogyne javanica’ya ait örneklerin moleküler olarak teyit edilmesi Fjav/Rjav 

primerleri kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Beklenildiği gibi PCR ürünleri yaklaşık 

olarak 670 bp’de DNA fragmentleri vermiştir (Şekil 4.3b). 

                                            

                      (a)                                                                              (b) 

Şekil 4.3. a) Inc-K14-F/Inc-K14-R primerleri kullanılarak elde edilen PCR ürünleri. M: 

Moleküler markör (100 bp DNA ladder, Hibrigen), M. incognita örnekleri: G7 ve V24.  

b) Fjav/Rjav primerleri kullanılarak elde edilen PCR ürünleri. M: Moleküler markör (100 

bp DNA ladder, Hibrigen), M. javanica örnekleri: Bam-1 ve V28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            M           G7         V24       Su                  M          Bam-1     V28        Su                 
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500 bp 

420 bp 

500 bp 

771 bp 

Meloidogyne arenaria’ya ait örneklerin moleküler tanılanması Far/Rar primerleri 

kullanılarak yapılmıştır. Elde edilen PCR ürünleri beklenildiği gibi yaklaşık olarak 420 

bp tespit edilmiştir (Şekil 4.4a).  

Meloidogyne luci’ye ait örneklerin moleküler olarak teyit edilmesi Mlf/Mlr 

primerleri kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Beklenildiği gibi PCR ürünleri yaklaşık 

olarak 771 bp’de elde edilmiştir (Şekil 4.4b). 

                                                                                         

         (a)             (b) 

Şekil 4.4. a) Far/Rar primerleri kullanılarak elde edilen PCR ürünleri. M: Moleküler 

markör (100 bp DNA ladder, Hibrigen), M. arenaria örnekleri: K18 ve L1. b) Mlf/Mlr 

primerleri kullanılarak elde edilen PCR ürünleri. M: Moleküler markör (100 bp DNA 

ladder, Hibrigen), M. luci örnekleri: Or-1 

 

4.2. DNA’ların KASP İle Kontrolü 

KASP çalışmalarında kullanılacak tüm örneklerin DNA’ları üniversal PC2 

primerleri kullanılarak KASP analizine tabi tutulmuştur. Endpoint genotyping analizi 

sonucunda; çalışmanın ana materyallerini oluşturan G. rostochiensis, G. pallida, M. 

chitwoodi ve M. hapla ile negatif kontrol olarak kullanılan diğer bitki paraziti nematod 

DNA’ları HEX boyasının floresan ışıma verileri doğrultusunda pembe noktalar, suya ait 

2 örnek ise herhangi bir ışıma elde edilemediği için gri noktalar oluşturmuştur (Şekil 4.5). 

KASP analiz sonuçları, tüm örneklere ait DNA’ların KASP çalışmaları için uygun 

olduğunu göstermiştir. 

            M        K18       L1       Su             M         Or-1        Su                 



BULGULAR  M. ÇATALKAYA 

34 

 

Şekil 4.5. Üniversal PC2 primerleri ile yapılan KASP çalışması sonrası örneklerin 

endpoint genotyping okuma görüntüsü. Y eksenindeki pembe noktalar tüm örneklerin 

floresans okumalarını, orijindeki gri noktalar suyu göstermektedir 

 

4.3. Globodera rostochiensis’in Tanılanması 

Globodera rostochiensis türüne özgü geliştirilen KASP-Gr primerlerinin KASP 

prosedürüne göre analizleri gerçekleştirilmiştir. Çalışmada kullanılan G. rostochiensis’e 

ait 7 örnek (146, Aly, Nge, Nev, Gr-1, Ni163 ve 14-2789/2), G. pallida’ya ait 3 örnekten 

ve diğer bitki paraziti nematod türlerine ait 18 örnekten net bir şekilde ayırt edilmiştir. 

Çalışmanın bu setinde çoklu kistlerden izolasyon yapılarak elde edilen DNA’lar 

kullanılmıştır. KASP çalışmalarında sistemin güvenirliğini artırmak için G. rostochiensis 

türüne ait örnekler, analizlerde tekerrürlü olarak kullanılmıştır. Endpoint genotyping 

analizi sonucunda tüm G. rostochiensis örnekleri FAM boyasının floresan ışıma verileri 

doğrultusunda mavi üçgenler şeklinde, diğer bitki paraziti nematodlara ait örnekler ve 

sular yeterli ışıma oluşturamadığı için gri noktalar şeklinde gözlenmiştir (Şekil 4.6a).  

Globodera rostochiensis türüne ait 1, 2 ve 4 adet kistten izole edilen DNA’lar 

KASP PCR analizine tabi tutulmuştur. Analiz sonucuna göre; 1, 2 ve 4 kistten elde edilen 

DNA’ların hepsi başarılı bir şekilde çoğalmış ve ışıma vermiştir. Endpoint genotyping 

analiz sonucu; 1 adet kistten elde edilen DNA’nın KASP analizlerinde türün tanılanması 

için yeterli olduğunu göstermiştir (Şekil 4.6b). 

Larva sayılarına göre izolasyonu yapılan örneklerde rutin KASP protokolüne göre 

sonuç elde edilememiştir. KASP-Gr primer seti içinden forward 1 ve reverse primer 

birlikte kullanılarak ve 61-55°C touchdown protokolünde 26 döngü yerine 29 döngü 

yapılarak larvaların tanılaması gerçekleştirilmiştir. Burada sistem, >8 larvadan izolasyon 

yapılan örnekleri ayırabildiği görülmüştür (Şekil 4.6c). 
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                              (a)                                                                       (b) 

 

                  (c)  

Şekil 4.6. a) KASP-Gr primerleri kullanılarak G. rostochiensis popülasyonlarının 

tanılanması. Grafikteki X ekseninde görünen mavi üçgenler KASP-Gr primerleri 

kullanılarak G. rostochiensis örneklerinin floresan okumalarını, Y eksenindeki gri 

noktalar ise diğer örnekleri ve suyu göstermektedir. b) Globodera rostochiensis 

örneklerine ait 1, 2 ve 4 kistin KASP-Gr primerleri ile tanılanması. Grafikteki X ekseninde 

görünen mavi üçgenler KASP-Gr primerleri kullanılarak G. rostochiensis örneklerine ait 

1, 2 ve 4 kist DNA’larının floresan okumalarını, Y eksenindeki gri nokta ise suyu 

göstermektedir. c) Globodera rostochiensis örneklerine ait 16 ve 32 larvanın KASP-Gr 

primerleri ile tespit edilmesi. Grafikteki X ekseninde görünen mavi üçgenler KASP-Gr 

primerleri kullanılarak G. rostochiensis örneklerine ait 16 ve 32 larvanın DNA’larının 

floresan okumalarını, Y eksenindeki gri nokta ise suyu göstermektedir 

 

4.4. Globodera pallida’nın Tanılanması 

Globodera pallida türüne özgü geliştirilen KASP-Gp primerlerinin KASP 

prosedürüne göre analizleri gerçekleştirilmiştir. Çalışmada kullanılan G. pallida’ya ait 3 

örnek (14-789/1, Gpa1 ve 07-998/5), G. rostochiensis’e ait 7 örnekten ve diğer bitki 

paraziti nematod türlerine ait 18 örnekten net bir şekilde ayırt edilmiştir. Çalışmanın bu 

setinde çoklu kistlerden izolasyonu yapılarak elde edilen DNA’lar kullanılmıştır. KASP 

çalışmalarında sistemin güvenilirliğini artırmak için G. pallida türüne ait örnekler 

tekerrürlü olarak kullanılmıştır. Endpoint genotyping analizi sonucunda tüm G. pallida 

örnekleri FAM boyasının floresan ışıma verileri doğrultusunda mavi üçgenler şeklinde, 

diğer bitki paraziti nematodlara ait örnekler ve sular yeterli ışıma oluşturamadığı için gri 

noktalar şeklinde gözlenmiştir (Şekil 4.7a). 
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Globodera pallida türüne ait 1, 2 ve 4 adet kistten izolasyonu yapılan DNA’lar 

KASP analizine tabi tutulmuştur. Rutin KASP protokolünde istenen sonuç elde 

edilemediğinden, PCR döngüsünde ufak bir değişiklik yapılarak (protokolde belirtilen 26 

döngü yerine 29 döngü) analizler gerçekleştirilmiştir. Analiz sonucuna göre; 1, 2 ve 4 

kistten elde edilen DNA’ların hepsi başarılı bir şekilde çoğalmış ve ışıma vermiştir. 

Endpoint genotyping analiz sonucu; 1 adet kistten elde edilen DNA’nın KASP 

analizlerinde türün tanılanması için yeterli olduğunu göstermiştir (Şekil 4.7b). 

Globodera pallida türüne ait 1, 2 ve 4 adet larvadan izolasyon yapılan DNA’lar 

KASP analizine tabi tutulmuştur. Rutin protokolde istenen sonuç elde edilmediğinden, 

PCR döngüsünde ufak bir değişiklik yapılarak (protokolde belirtilen 26 döngü yerine 29 

döngü) analizler gerçekleştirilmiştir. Analiz sonucuna göre; 1, 2 ve 4 larvadan elde edilen 

DNA’ların hepsi başarılı bir şekilde çoğalmış ve ışıma vermiştir. Endpoint genotyping 

analiz sonucu; 1 adet larvadan elde edilen DNA’nın KASP analizlerinde türün 

tanılanması için yeterli olduğunu göstermiştir (Şekil 4.7c).  

               

                              (a)                                                                          (b) 

                                      

                                                                    (c)  

Şekil 4.7. a) KASP-Gp primerleri kullanılarak G. pallida popülasyonlarının tanılanması. 

Grafikteki X ekseninde görünen mavi üçgenler KASP-Gp primerleri kullanılarak G. 

pallida örneklerinin floresan okumalarını orijindeki gri noktalar diğer örnekleri ve suyu 

göstermektedir. b) Globodera pallida örneklerine ait 1, 2 ve 4 kistin KASP-Gp primerleri 

ile tespit edilmesi. Grafikteki X ekseninde görünen mavi üçgenler KASP-Gp primerleri 

kullanılarak G. pallida örneklerine ait 1, 2 ve 4 kist DNA’larının floresan okumalarını, 

orijindeki gri noktalar ise suyu göstermektedir. c) Globodera pallida örneklerine ait 1, 2 

ve 4 larvanın KASP-Gp primerleri ile tespit edilmesi. Grafikteki X ekseninde görünen 

mavi üçgenler KASP-Gp primerleri kullanılarak G. pallida örneklerine ait 1, 2 ve 4 

larvanın DNA’larının floresan okumalarını, Y eksenindeki gri noktalar ise suyu 

göstermektedir 

c 
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4.5. Meloidogyne hapla’nın Tanılanması 

Melodiogyne hapla türüne özgü geliştirilen KASP-NMhp primerlerinin KASP 

prosedürüne göre denemeleri gerçekleştirilmiştir. Çalışmada kullanılan M. hapla’ya ait 3 

örnek (Bul-1, Pop 3 ve Dr), M. chitwoodi’ye ait 4 örnekten ve diğer bitki paraziti nematod 

türlerine ait 24 örnekten başarılı bir şekilde ayırt edilmiştir (Şekil 4.8a). Çalışmanın bu 

setinde çok sayıda larvadan izolasyon yapılarak elde edilen DNA’lar kullanılmıştır. 

KASP çalışmalarında sistemin güvenilirliğini artırmak için M. hapla türüne ait örnekler 

tekerrürlü olarak kullanılmıştır. Endpoint genotyping analizi sonucunda tüm M. hapla 

örnekleri FAM boyasının floresan ışıma verileri doğrultusunda mavi üçgenler şeklinde, 

diğer bitki paraziti nematodlara ait örnekler ve sular yeterli ışıma elde edilemediği için 

beklendiği gibi gri noktalar şeklinde gözlenmiştir (Şekil 4.8a). 

Meloidogyne hapla türüne ait 1, 2, 4, 8, 16 ve 32 adet larvadan izole edilen 

DNA’lar KASP analizine tabi tutulmuştur. Rutin protokolde istenen sonuç elde 

edilmediğinden, PCR döngüsünde ufak bir değişiklik yapılarak (protokolde belirtilen 26 

döngü yerine 29 döngü) analizler gerçekleştirilmiştir. Analiz sonucuna göre; 1, 2, 4, 8, 16 

ve 32 adet larvadan elde edilen DNA’ların hepsi başarılı bir şekilde çoğalmış ve ışıma 

vermiştir. Endpoint genotyping analiz sonucu; 1 adet larvadan elde edilen DNA’nın 

KASP analizlerinde türün tanılanması için yeterli olduğunu göstermiştir (Şekil 4.8b). 

                                   

                 (a)                                                                            (b) 

Şekil 4.8. a) KASP-NMhp primerleri kullanılarak M. hapla popülasyonlarının 

tanılanması. Grafikteki X ekseninde görünen mavi üçgenler KASP-NMhp primeri 

kullanılarak M. hapla izolatlarının floresan okumalarını, orijindeki gri noktalar diğer 

izolatları ve suyu göstermektedir. b) Meloidogyne hapla örneklerine ait 1, 2, 4, 8, 16 ve 

32 larvanın KASP-NMhp primerleri ile tespit edilmesi. Grafikteki X ekseninde görünen 

mavi üçgenler KASP-NMhp primerleri kullanılarak M. hapla örneklerine ait 1, 2, 4, 8, 

16 ve 32 larvanın DNA’larının floresan okumalarını, orijindeki gri noktalar ise suyu 

göstermektedir 

 

4.6. Meloidogyne chitwoodi’nin Tanılanması 

Melodiogyne chitwoodi türüne özgü geliştirilen KASP-Mch primerleri KASP 

analizine tabi tutulmuştur. Rutin KASP protokolünde istenen sonuç elde 

edilemediğinden, PCR döngüsünde ufak bir değişiklik yapılarak (protokolde belirtilen 26 

döngü yerine 29 döngü) analizler gerçekleştirilmiştir. Çalışmada kullanılan M. 



BULGULAR  M. ÇATALKAYA 

38 

chitwoodi’ye ait 4 örnek (Nvs, Nde, Mc-2 ve Kon), M. hapla’ya ait 3 örnekten ve diğer 

bitki paraziti nematod türlerine ait 24 örnekten başarılı bir şekilde ayırt edilmiştir. 

Çalışmanın bu setinde çok sayıda larvadan izolasyon yapılarak elde edilen DNA’lar 

kullanılmıştır. KASP çalışmalarında sistemin güvenilirliğini artırmak için M. chitwoodi 

türüne ait örnekler tekerrürlü olarak kullanılmıştır. Endpoint genotyping analizi 

sonucunda tüm M. chitwoodi örnekleri FAM boyasının floresan ışıma verileri 

doğrultusunda mavi üçgenler şeklinde, diğer bitki paraziti nematodlara ait örnekler ve 

sular yeterli ışıma elde edilemediği için gri noktalar şeklinde gözlenmiştir (Şekil 4.9a). 

Çalışmada 1, 2, 4, 10, 20 ve 40 adet M. chitwoodi J2 larvasından elde edilen DNA’lar ve 

M. chitwoodi ile enfekteli patates yumrusunun dokusundan doğrudan izolasyonu 

yapılarak elde edilen DNA’lar KASP-Mch primerleriyle rutin KASP protokolünde 

çalışmadığı görülmüştür. Burada iki değişiklik yapılarak KASP analizi yürütülmüştür. 

Birincisi Devran ve Göknur (2023) geliştirdiği yaklaşım olan yalnızca forward 1 ve 

reverse primerlerinin birlikte kullanılmasıdır. İkincisi, 61-55°C touchdown protokolünde 

26 döngü yerine 29 döngü ile PCR’ın gerçekleştirilmesidir. Burada sistemin, >20 

larvadan izolasyon yapılan örnekleri ayırabildiği görülmüştür (Şekil 4.9b). Ayrıca, 

patates dokusundan nematod ektraksiyonu yapılmadan elde edilen total DNA ile M. 

chitwoodi türü tanılanmıştır (Şekil 4.9c). 

            

(a)                                                                   (b)  

                                        

                                                                        (c) 

Şekil 4.9. a) KASP-Mch primerleri kullanılarak M. chitwoodi'ye özgü M. chitwoodi 

popülasyonlarının tanılanması. Grafikteki X ekseninde görünen mavi üçgenler KASP-

Mch primerleri kullanılarak M. chitwoodi örneklerinin floresan okumalarını, Y 

eksenindeki gri noktalar diğer örnekleri ve suyu göstermektedir. b) Meloidogyne 

chitwoodi örneklerine ait 40 larvanın KASP-Mch primerleri ile tespit edilmesi. Grafikteki 

X ekseninde görünen mavi noktalar KASP-Mch primerleri kullanılarak M. chitwoodi 

örneklerine ait 40 larva DNA’larının floresan okumalarını, Y eksenindeki gri noktalar ise 

suyu göstermektedir c) Patates dokusundan elde edilen M. chitwoodi örnek DNA’larının 

KASP-Mch primerleri ile tanılanması. Grafikteki X ekseninde görünen mavi üçgenler 
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KASP-Mch primeri kullanılarak M. chitwoodi izolatlarına ait DNA’larının floresan 

okumalarını, orijindeki gri noktalar ise suyu göstermektedir. 
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5. TARTIŞMA 

Patates yapısında içerdiği bol miktarda karbonhidrat, protein, vitamin ve mineral 

maddeler sayesinde dünya nüfusunun beslenmesinde temel ürünlerden birisidir (Abed ve 

Demirhan 2018). Ekonomik önemi yüksek olan patatesin yetiştiriciliğinde kayıplara yol 

açan pek çok hastalık ve zararlı bulunmaktadır. Zararlılar grubu içerisinde özellikle 

patates kist nematodları (G. rostochiensis ve G. pallida) ve kök-ur nematodları 

(Meloidogyne spp.) en önde gelmektedirler. 

Patates kist nematodları, patates üretiminde dünya çapında ekonomik zararlar 

vermekte olup, aynı zamanda 20 yıl boyunca kist halinde toprakta varlıklarını 

sürdürmektedirler (Mburu 2020). Bu türün yumurtaları kist içerisinde uzun süre hayatta 

kalmaları nedeniyle bulaştıkları tarlalarda patates üretimini yıllarca sınırlamaktadırlar. 

Patates üretimini engelleyecek kadar önem arz eden patates kist nematodları Türkiye’nin 

de dahil olduğu 100’den fazla ülkede karantinaya tabi tutulmaktadır (Hockland vd. 2006). 

Bu nedenle bu türlerin hızlı ve doğru bir şekilde tanılanması ithalat, ihracat ve iç 

karantinada yaşanabilecek bulaşıklıkların önlenmesinde ayrıca uygulanacak mücadele 

stratejilerinin başarıya ulaştırılmasında oldukça önemlidir. 

Patates kist nematodları, geliştirilen primer setleri ile klasik PCR yöntemlerine 

göre önceki çalışmalarda tanılanmıştır (Bulman ve Marshall 1997; Fullaondo vd. 1999; 

Vejl vd. 2002). Bu çalışmada G. rostochiensis ve G. pallida popülasyonlarının moleküler 

olarak doğrulamaları PITSr3/PITSp4/ITS5 (Bulman ve Marshall 1997) primerleri 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Elde edilen sonuçlar G. rostochiensis ve G. pallida için 

bu türe özgü primerler kullanarak yapılan önceki çalışmalarla uyumlu bulunmuştur 

(Bulman ve Marshall 1997; Skantar vd. 2011; Mwangi vd. 2015). Klasik PCR 

yöntemlerinin zaman alması, jel elektroforez aşamalarında hataların olabilmesi yeni 

tekniklerin kullanılmasını gerekli kılmıştır. Bu nedenle, yeni tekniklerden olan Real-time 

PCR’a bağlı yöntemler patates kist nematodlarının moleküler tanılanmasında 

kullanılmaktadır. Bu yöntemlerden birisi çift sarmal halindeki DNA zincirine bağlanan 

boyaların (SYBR Green I vb.) kullanımıdır. SYBR Green I boyası kullanılarak G. 

rostochiensis ve G. pallida türleri yapılan çalışmalarla tanılanmıştır (Madani vd. 2005; 

Toyota vd. 2008). Bu yöntemin uygulamasında kimi durumlarda primerlerin DNA’ya 

spesifik olarak bağlanmaması nedeniyle prob’a dayalı yöntemler (TaqMan prob vb.) 

kullanılarak bitki paraziti nematodlarının daha spesifik tanılamaları yapılmaktadır (Cao 

vd. 2005; Nowaczyk vd. 2008; De Haan vd. 2014). Bu kapsamda G. rostochiensis ve G. 

pallida türleri için TaqMan probları geliştirilmiş ve spesifik tanılamaları 

gerçekleştirilmiştir (Nowaczyk vd. 2008; Gamel vd. 2017). Bununla birlikte prob 

sistemlerinin pahalı olması nedeniyle başka tekniklerin PKN’nı tanılamada kullanılması 

üzerine çalışmalar yapılmıştır. Bu tekniklerden birisi de LAMP olup, G. rostochiensis ve 

G. pallida türlerinin tanılanabildiği bu teknik ile gösterilmiştir (Ahuja vd. 2021; Camacho 

vd. 2021). Son yıllarda tek baza bağlı farklılıklar (SNP) moleküler çalışmalarda yaygın 

bir şekilde kullanılmaktadır. Bilindiği üzere KASP tekniği çoğunlukla bitkiler üzerine 

yürütülen çalışmalarda kullanılmaktadır (Rehrig vd. 2014; Shi vd. 2015; Devran ve 

Kahveci 2019). Son yıllarda bitki paraziti nematodlarının tanılanmasına yönelik 

çalışmalarda da KASP tekniğinin kullanılmaya başladığı rapor edilmiştir. Devran ve 

Göknur (2020), farklı lokasyonlardaki çeltik üretim alanlarından toplanan A. besseyi 

izolatlarının tanılanmasında KASP tekniğini kullanmışlardır. Devran ve Göknur (2023) 

Meloidogyne cinsinin dünyada en yaygın türleri olan M. incognita, M. javanica ve M. 
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arenaria türlerini geliştirdikleri KASP primerleri ile tanılamışlardır. Bu çalışmada, 

PKN’larının tanılanması için KASP tekniği kullanılmıştır. Bu çalışmada öncelikle tüm 

örneklerin KASP analizleri için uygunluğunu kontrol etmek için DNA’lar evrensel PC2 

primerleri (Devran ve Göknur 2020) kullanılarak kontrol edilmiş ve DNA’ların 

beklenildiği gibi çok iyi çalıştığı ve KASP analizleri için uygun olduğu belirlenmiştir. 

Daha sonra G. rostochiensis ve G. pallida türlerine özgü geliştirilen KASP-Gr ve KASP-

Gp primerleri, bu türlerin çoklu kistlerinden elde edilen DNA’ları tüm uygulamalarda 

başarılı bir şekilde çoğaltmıştır. Elde edilen sonuçlar geliştirilen bu primerlerin iki türü 

birbirlerinden ve diğer bitki paraziti nematod türlerden başarılı şekilde ayırabildiğini 

göstermiştir. Globodera rostochiensis’in 1 kistten izolasyon yapılan DNA’ları rutin 61-

55°C touchdown KASP protokolünde çalışmıştır. Globodera pallida’da ise 1 kistten elde 

edilen DNA’lar 61-55°C touchdown protokolünde döngü sayısı arttırılarak (26 döngü 

yerine 29 döngü) başarılı bir şekilde çalıştırılmıştır. Elde edilen sonuçlar, geliştirilen 

KASP primerlerinin sadece 1 kistten elde edilen DNA’lar kullanılarak hızlı ve doğru bir 

şekilde tanılanabileceğini gösterilmiştir. Globodera rostochiensis’e ait larvaların 

tanılanmasında rutin KASP primer setinin (üçlü primer setinin) sonuç vermediği 

görülmüş bu durumda Devran ve Göknur (2023)’un modifiye ettiği KASP protokolü 

(yalnızca forward 1 ile reverse primerlerinin birlikte kullanılması) ve PCR döngü sayısı 

(26 döngü yerine 29 döngü) artırılarak denenmiştir. Globodera rostochiensis izolatlarında 

>8 larvadan elde edilen DNA’ların çalıştığı görülmüştür. Globodera pallida’ya ait 

larvaların tanılanmasında ise yalnızca PCR döngü sayısı artırılarak (26 döngü yerine 29 

döngü) 1 larvanın başarılı şekilde tanılandığı belirlenmiştir. Yukarıda belirtilen 

farklılıklar DNA izolasyon kitinden, geliştirilen primerlerin gen bölgelerinden, genin 

kopya sayısından ve primerlerin dizilimlerinden kaynaklanmış olabilir. 

Patates üretiminde ekonomik zarara neden olan bir diğer nematod grubu da kök-

ur nematodlarıdır. Dünya çapında yapılan araştırmalarda çeşitli Meloidogyne türlerinin 

patates üzerinde zararlar oluşturduğu tespit edilmiştir (Ingham vd. 2000; Karssen vd. 

2004; Vovlas vd. 2005; Maleita vd. 2012; Onkendi ve Moleleki 2013; Medina vd. 2014; 

Hay vd. 2016; Maleita vd. 2018; Geric Stare vd. 2022; Liu ve Grabau, 2022; Bacic 2022). 

Bu türler, patates bitkisinin sadece gelişimini engellemeyip aynı zamanda patates 

yumruları üzerinde oluşturdukları urlar nedeniyle ürünün market değerini de 

düşürmektedirler (Vovlas vd. 2005). Türkiye’de yapılan araştırmalarda şimdiye kadar M. 

hapla, M. chitwoodi, M. incognita ve M. javanica türleri tespit edilmiş olup özellikle M. 

hapla ve M. chitwoodi türleri Türkiye’deki patates yetiştiriciliği yapılan alanlarda en sık 

tespit edilen türler olarak belirlenmiştir (Özarslandan vd. 2005; Kepenekçi vd. 2006; 

Özarslandan vd. 2009; Özarslandan ve Elekçioğlu 2010; Ulutaş 2010; Özarslandan vd. 

2013; Evlice ve Bayram 2016; Demirbaş Pehlivan vd. 2020; Evlice 2021). Meloidogyne 

hapla ve M. chitwoodi’nin patates yetiştiriciliği yapılan alanlardaki yaygınlığı, serin iklim 

koşullarına adapte olmalarından kaynaklandığı düşünülmektedir. Türkiye’de M. hapla 

türü patates dışında domates, hıyar, biber, patlıcan, kivi, pepino, maydanoz gibi farklı 

bitki türlerinde de tespit edildiği bildirilmiştir (Özarslandan vd. 2005; Akyazı vd. 2012, 

2017; Uysal vd. 2017; Yılmaz vd. 2023). Meloidogyne hapla’nın özelleştiği konukçu 

sayısının fazla olması nedeniyle bu türün doğru ve hızlı bir şekilde tanılanması karantina 

önlemleri ve mücadele stratejileri açısından oldukça önemlidir. Meloidogyne hapla türü, 

hedef satelit DNA’lar, ITS ve COII bölgelerinden geliştirilen primerler ile SCAR yöntemi 

kullanılarak klasik PCR ile tanılanmıştır (Piotte vd. 1995; Castagnone-Sereno vd. 1995; 

Zijlstra 1997, 2000; Handoo vd. 2005; Nyoike vd. 2012). Bu çalışmada M. hapla 
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popülasyonlarının doğrulanması için JMV1/JMV2/JMVhapla primerleri kullanılmış ve 

elde edilen sonuçlar önceki çalışmalarla uyumlu bulunmuştur (Wishart vd. 2002; Adam 

vd. 2007; Evlice 2021). Bu türün tanılanması için klasik PCR kullanılabilir olmasına 

rağmen bazen DNA dizilerindeki baz değişiklikleri yanlış sonuçların oluşmasına yol 

açmaktadır. Bu nedenle M. hapla türünü tanılamak için yeni moleküler tekniklerden olan 

TaqMan probları (Sapkota vd. 2016) ve LAMP primeleri (Peng vd. 2017) geliştirilmiştir. 

Bu çalışmada yeni moleküler tekniklerden biri olan KASP tekniği kullanılarak M. hapla 

türü tanılanmıştır. Geliştirilen KASP-NMhp primerleri çoklu larvadan izolasyonu yapılan 

DNA’lar kullanıldığında beklendiği gibi sadece M. hapla izolatlarında başarılı bir şekilde 

çalışmış, diğer bitki paraziti nematod türlerinde herhangi bir ışıma vermemiştir. Elde 

edilen sonuçlar, KASP-NMhp primerlerinin M. hapla izolatlarını diğer kök-ur 

nematodlarından ve diğer bitki paraziti nematod türlerinden etkili bir şekilde ayırt 

edebildiğini göstermiştir. Ayrıca, M. hapla’nın 1 J2’den izole edilen DNA’lar KASP-

NMhp primerleriyle 61-55°C touchdown KASP protokolünde yalnızca PCR döngü sayısı 

artırılarak (26 döngü yerine 29 düngü) başarılı ve etkin bir şekilde şekilde çalışmıştır. Bu 

türün tanılanması için 1 J2’nin yeterli olduğu belirlenmiştir. 

Columbia kök-ur nematodu (M. chitwoodi) düşük sıcaklıklarda yumurtadan 

çıkarak üretim sezonu boyunca popülasyonunu hızla arttırmakta dolayısıyla patates 

üretiminde büyük bir tehditte yol açmaktadır (Anderson ve Gleason 2023). Meloidogyne 

chitwoodi Avrupa Birliği karantina zararlısı olarak sınıflandırılmış ve 2000/29/EC (EC 

2000) sayılı konsey direktifinin EK I, Bölüm A, Kısım 2’de listelenmiştir. Meloidogyne 

chitwoodi türü M. hapla’ya kıyasla patates yumruları üzerinde daha fazla urlanmalara 

neden olmaktadır (Pinkerton vd. 1991; Ingham vd. 2000). Bu urlanmalar patates 

yüzeyinin engebeli-bozuk görünmesine sebebiyet vermektedir. Ayrıca, dişi bireyin 

bulunduğu yumru eti etrafında koyu lekelenmeler meydana gelmektedir. Bu görsel 

kusurlar patatesin pazar değerini önemli ölçüde azaltmaktadır (Ingham vd. 2000; 

Anderson ve Gleason 2023). Patates üretim alanlarında ekonomik kayıplara yol açan bu 

türün tanılanması için çeşitli primerler geliştirilmiştir. Bu primerler klasik PCR (Powers 

1993; Williamson vd. 1997; Zijlstra 1997, 2000; Wishart vd. 2002), Real-time PCR 

(Zijlstra ve Van Hoof 2006; De Haan vd. 2014; Anderson ve Gleason 2023) ve LAMP 

(Zhang ve Gleason, 2019) tekniklerine özgü olarak geliştirilmiştir. Bu çalışmada M. 

chitwoodi popülasyonlarının doğrulanması için JMV1/JMV2/JMVhapla primerleri 

(Wishart vd. 2002) kullanılmıştır. Elde edilen sonuçlar daha önce bu primerler 

kullanılarak yapılan tanılama çalışmaları ile uyumlu bulunmuştur (Wishart vd. 2002; 

Adam vd. 2007; Devran vd. 2009; Onkendi 2012; Evlice 2021). Bu çalışmada M. 

chitwoodi türünü tanılamak için KASP-Mch primerleri geliştirilmiştir. Meloidogyne 

chitwoodi’ye ait çoklu larvalardan elde edilen DNA’lar kullanılarak ve PCR döngü sayısı 

arttırılarak (26 döngü yerine 29 döngü) bu tür diğer kök-ur nematodlarından ve bitki 

paraziti nematodlarından başarılı bir şekilde ayırt edilebilmiştir. Çalışmada M. chitwoodi 

J2 larvasından elde edilen DNA’lar ve M. chitwoodi ile enfekteli patates yumrusunun 

dokusundan doğrudan izolasyon yapılarak elde edilen DNA’lar KASP-Mch primerleriyle 

rutin KASP protokolünde çalışmamıştır.  Bu durumda aynı örnekler, Devran ve Göknur 

(2023)’un geliştirdiği yaklaşım kullanılarak KASP-Mch primerler setinden forward 1 ve 

reverse primer birlikte kullanılarak ve 61-55°C touchdown protokolünde 26 döngü yerine 

29 döngü kullanılarak tanılanmıştır. Böylece >20 adet larva DNA’ları ve M. chitwoodi 

ile enfekteli patates yumru dokusundan doğrudan izolasyon yapılarak elde edilen 

DNA’lar ile M. chitwoodi türünün KASP çalışmasıyla tanılanabileceği gösterilmiştir.
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6. SONUÇLAR 

Patates; değişik iklim koşullarına adaptasyonu, önemli besin değerlerine sahip 

olması ve yüksek verimliliği sayesinde yaygın bir şekilde yetiştiriciliği yapılmaktadır 

(Yılmaz vd. 2006; Kılıçer 2019). Patates, insanların gıda ihtiyaçlarını karşılayan bir besin 

kaynağı olmasının yanı sıra hayvan yemi ve tohumluk olarak da kullanılmaktadır (Öztürk 

ve Polat 2017; Kadakoğlu 2021). Geniş bir kullanım yelpazesine sahip olan patatesin 

yetiştiriciliğini kısıtlayan önemli hastalık ve zararlıları bulunmaktadır. Zararlılar grubu 

içerisinde patates kist nematodları (G. rostochiensis, G. pallida) ve kök-ur nematodları 

(M. chitwoodi ve M. hapla) en başta gelen zararlılar arasındadır. Bu türler Bitki Karantina 

Yönetmeliği’nde bulunmakta olup, yayılımlarını sınırlandırabilmek ve etkin bir şekilde 

mücadele yöntemi ortaya koyabilmek için, güvenilir ve hızlı bir şekilde tanılanması 

gerekmektedir. Bu amaçla günümüze kadar çeşitli araştırmacılar tarafından bu türler 

klasik PCR (Bulman ve Marshall 1997; Zijlstra 2000; Vejl vd. 2002; Wishart vd. 2002), 

Real-time PCR (Madani vd. 2005; Zijlstra ve Van Hoof 2006; Toyota vd. 2008; 

Nowaczyk vd. 2008; De Haan vd. 2014; Sapkota vd. 2016; Gamel vd. 2017) ve LAMP 

yöntemleri (Peng vd. 2017; Zhang ve Gleason, 2019; Ahuja vd. 2021; Camacho vd. 2021) 

kullanılarak tanılanmıştır.  

Yeni bir moleküler sistem olan KASP, alle-özgü oligo uzaması ve floresans 

rezonans enerji transferine (FRET) dayanan bir genotipleme sistemidir (Kumpatla vd. 

2012; Semagn vd. 2014). Bu yöntem bitkilerde dayanıklılık genlerinin seleksiyonunda ve 

haritalanmasında yaygın şekilde kullanılmaktadır (Shi vd. 2015; Holdsworth ve 

Mazourek 2015; Devran vd. 2016; Devran ve Kahveci 2019). Son yıllarda bitki paraziti 

nematodlarının tanılamalarında da kullanılmaya başlanmıştır (Devran ve Göknur 2020, 

2023). 

Bu çalışmada KASP tekniği kullanılarak patates kist nematodları içerisinde en 

önemli iki tür olan G. rostochiensis ve G. pallida türleri tanılanmıştır. Bu türleri tanılamak 

için geliştirilen KASP-Gr ve KASP-Gp primerleri bu türleri birbirlerinden ve diğer 

nematod türlerinden ayırt edebilmiştir. Ayrıca bu türlerin tanılanmaları için 1 adet kist 

DNA’sının yeterli olduğu tespit edilmiştir. Larva düzeyinde yapılan KASP 

çalışmalarında; KASP-Gr primerinin G. rostochiensis türünü tanılamak için >8 adet J2, 

KASP-Gp primerlerinin ise 1 adet G. pallida larva DNA’sının yeterli olduğu 

belirlenmiştir.  

Patatesin yanı sıra pek çok kültür bitkisinde ekonomik zarar oluşturduğu 

belirlenen M. hapla türü de ilk kez bu çalışmada KASP tekniği kullanılarak tanılanmıştır. 

Meloidogyne hapla türüne özgügeliştirilen KASP-NMhp primerleri ile bu tür, diğer kök-

ur nematodlarından ve bitki paraziti türlerinden ayırt etmiştir. Ayrıca, KASP-NMhp 

primerinin M. hapla’nın 1 adet larvasından elde edilen DNA miktarıyla bu türü 

tanılamayabildiği belirlenmiştir. 

Patates üretiminde büyük tehdit oluşturan M. chitwoodi için geliştirilen KASP-

Mch primerleri bu türe ait popülasyonları diğer Meloidogyne türlerinden ve bitki paraziti 

nematodlardan ayırt edilebilmiştir. Ayrıca KASP-Mch primerlerinin, M. chitwoodi 

enfekteli patates yumrularından herhangi bir ekstraksiyon yöntemi kullanmadan elde 

edilen total DNA ile bu türü tanılayabildiği belirlenmiştir. Larva düzeyinde yapılan 
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çalışmalarda KASP-Mch primerinin etkin bir şekilde çalışması için >20 adet J2 

DNA’sının gerekli olduğu tespit edilmiştir.  

Globodera rostochiensis, G. pallida, M. hapla ve M. chitwoodi türleri patates 

üretimini kısıtlayan karantina zararlıları olduklarından doğru tanılanmaları oldukça 

önemlidir. Ayrıca üretim alanlarında bulaşıklık durumlarının belirlenmesi, 

yaygınlıklarının önlenmesi ve doğru zamanda mücadele stratejilerinin oluşturulması için 

bu türlerin doğru ve hızlı tanılanması çok önemlidir. Bu çalışma kapsamında geliştirilen 

türe özgü KASP primerleri bu türlerin karantina laboratuvarları başta olmak üzere pek 

çok laboratuvarda hızlı ve doğru bir şekilde tanılanmasında etkin bir şekilde 

kullanılabilecektir. 
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