V1. Hafta: Nematodlarin toplanmasi,
saklanmasi ve preparasyonu

e NEMATOD ZARARI TESPIT EDILIR |

V

e TOPRAK- BITKi ORNEGI ALINIR

e EKSTRAKSIYON ]
e NEMATOD TESHISLERI YAPILIR ]
e NEMATOD YOGUNLUGU

* NEMATOD ZARAR ANALIZI YAPILIR ]

e« MUCADELE YONTEMLERI

Nematodlarin Toplanmasi

Mematodla bulagik oldugu disinilen veya bulagik cldugunu bilinen alandan
bulasik bitki parcalan ve toprak drnekleri alinarak analiz igin laboratuara
gotdrilmektedir.

Toprak tipine gore drnekleme metodu degisiklik gosterebilmektedir.  Ayrica
onukgu bitki kik sisteml ve nematodun mevsimsel degisimine gore nematodun
dagilirm

Uriin tipi ve arazive daha dnce ekilen bitki cesidi

Farkl cesitlerin arazideki ekilisine gare

Toprak nemi

Toprak yogunluguna gore

Toprak tipine gore

Sicaklik ve mevsimler degisikliklere gére gibi maddelerde gz dniinde
bulundurulmaldir.



Ornekleme Malzemeleri

Sonda kiirek, plastik poset, kagit, kursun kalem,

Ornekleme Sayisi

Ornekleme sayisi

0,5-1 hektar minimum 10- 50 &rnek

Yaklasik her bir drnekleme alanindan 1- 2 kg aras) toprak drnegi ahinmaktadir,
Ornekleme Deseni

Bircok farkli sekilde araziden toprak ornegi alinabilir.
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Ornekleme Zamani

Birgok nematod tird en yogun populasyona bitkinin blydme déneminde
gelirler. Kurak dénemdede populasyonlannin disik oldugu dénemdir.
Orneklerin toplanacagl en uygun zaman mevsim ortasi ve/veya hasat
sonrasidir,

Cok  yilik  bitkilerde  drnekleme  bilylime  ddneminde  Gzellikle
yagmurlu/blylime déneminde problemler tammlanir.

Toprak Grnegi Almak

Toprak Grneklemesin yapilirken topragin cok islak / kuru olmamasina dikkat
etmek gerekmektedir. 1 hektardan blylk olan alanlar drnekleme icin
bélonar.  10-50 drnekleme yamhr her aynlmis alandan yaklasik 1-2 kg
toprak drnegi alinir,



Kok Ornegi Almak

Kok omefi de toprak orneklemesi sirasinda abmie Aymi pogete konmasi kdklerin kurumasim
dnleyecek, kikleri koruyacaktir.

Genellikle drine gore 25-100 gr. Kok yeterli olmaktadir, Piring gibi az agirlikta olandan az miktarda
muz gibi biiyik bitkilerden de daha fazla miktarda dGrnek alimr.

Ornek alimrken Sl bitkl dokusu almamaya dzen gohsteriimelidir ¢nkd nematodlar 4l bitkilerden
baska bitki kaynag aramak dzere aynbirlar dodru drnekleme yapamayiz,

firnekleme etiketine yanlacaklar ;
- Bitkinin torl, cesidi
- Ornekleme tarihi
. Yeri fkonumu {varsa GPRS verileri)
* Dememe ise deneme numarass
. Daha dnce hangi bitki yetigtirildifi bilgisi

NEMATOD EXTRAKSIYONU

* Alinan drneklerden hangi bitki paraziti nematod triinin
bulundugunu saptamak ve bu tirlerin yogunluklar
hakkinda bir yargiya varabilmek igin drnekler laboratuvar
kosullarinda incelemeye tabi tutulur.

*+  Nematoloji biliminin ortaya cikisindan glnimiize kadar
cesitli yontemlere basvurulmustur.



Bk paepabe kesBbken sonre mitmakng sRos drel obwak sematoslane topls s

depanmakiudr.

Esarmann murhi

phaiemi

Humni sansy yoebemi

Blender Akre ploiemi




Golden Cyst Nematode

Pale yst Nematode






Ornekleme

* Nereden ?
* Nasil ?
* Nezaman ?
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EKSTRAKSIYON

Nematod Ekstraksiyonu

* Yaprak Ornekleri
Delme
Makasla kesmek

* Toprak ornegi
Baermann funnel
Modified Baermann funnel
Seinhorst
Fenwick
Kort
Zonal Centrifuge method

* Kok ornegi
Baermann funnel
Modified Baermann funnel

Yaprak Orneklerinden Ekstraksiyon




BAERMAN HUNi YONTEMI

Bu ydntemde esas amag; nematodlarin kendi aktiviteleri ile bezden
suya gecip lastik boru igindeki suyun dibine ¢ékmeleridir.




HUNI SPREY YONTEMI

* Bu yéntem bitki materyallerinden hareketli akarlari toplamak
icin kullaniimaktadir.

*  Buyéntem igcinde Baermann hunileri kullanilmaktadir.

Baermann funnel Baermann tray



BLENDER YONTEMI

+  Bitki dokularindan nematodlan elde edebilmek igin kullamlan ¢abuk bir yoldur.

] Kok dokusundan 2-3 gr. Blendere alinarak Gzerine 100 cc kadar su ilave edilir. Blender
30-40 saniye calistinldiktan senra ezilen hitki parcalan ve su kangimi alinarak Cobb elek
serisinden gecirilir.

. ilk elek Gzerinde kalan kisim atilir ve ince eleklerin dizerinde toplanan kisim beher igine
alindiktan sonra mikroskop altinda Incelenir.

SANTRIFUJ YONTEMI

* Bu metodun temelinde yercekiml kuvvetl lle bitkl parcalari lle nematodu ayrilmasini
saglamaktr,

* Bitki parcalan su lle yurmusatilarak el kanstincisi lle kanstirilin. Bu karngim santrifuj
edilerek nematodla diger partikullerin aynlmas saglamin 1 It suya 500 gr seker
karigtinlir. 2 santifuru] islemi sirasinda ekleme yapiliyor ki nematodlar ile toprak
partiikilleri ayrigsin,

* Bu iglemden sonra elekten slzdldr ve nematodlar incelenmek dzere tuplere veya padri
kabina alirir.

_

HEERT TOPRAKTAN
EXTRAKSIYON
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DECANTING YONTEMI

* Bu yontem bitki , toprak ve hareketli nematod tirlerinin
toplanmasinda kullanilmaktadir.

* Bir kova igine konan toprak homojen sekilde karistirilir ve
nematodlarin suyun igine gegmesi saglanir.

ERLENMEYER YONTEMI

Topraktaki  aktif nematodlarin  toplanmas  igin by y&ntem

kullamimaktadir.
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OOSTENBRINK YONTEMI

Bu yodntemle toprak, akarsu topragl ve diger nematod tlrlerinin
extraksiyonu yapilabilmektedir.




KiST EXTRAKSIYONU

*  Kistlerin  biyuklGkleri, sekilleri wve agwhklanmin ayrnica hirgok nematod
dineminin  farkh olmasi nematod extraksiyonu igin  dzel yoéntemler
gelistirilmesine neden olmustur.

*  Islak veya kuru topraga gore kist extraksiyonu farklik géstermektedir.

*  Kuru extraksiyon temelinde kistlerin  su  ylzeyinde ylzdUrdimesine
dayanmaktadir. Kistler hava kabarci@l icermektedirler. Dolayisiyla su ylzeyinde
yizerler. Basarili bir extraksivon icin ornegin tamamen kuru olmasina dikkat
edilir.

* Globodera sp. Kuraga dayanikh olmasina ragmen Heferodera sp. wve
Punctodera tirleri kistlerinin canhbgn sonderece dilsirmektedir. Ozellikle
kuruma hizh bir sekilde oluyorsa.

*  Bu tlrlerin kistlerinin extraksiyonunda Further Multipication veya inokulasyon
yantemi uygulanmaktadir.

*  Kuru extraksiyonun bir diger dezavantaj yikamanin ivi yapilmadigindan sadece
geng dolu kistlerle degil, yarn bog kistlere de siklikla karsilagilmaktadir.  Bu
durum populasyon yogunlugunu hespalamada zorluk yaratmaktadir,

*  slak extraksiyon da kistlerin suyun yizeyinde yizdiridlmesi ile toprak
parcalanindan aynimasi saglamir Bu yéntemle geng dolu kistler kolayhkla
toplanmaktadir.

_ _
Akud démem taprakian L2 ve o [Yokasids aplatilan yintembere toplanmaktedic)

Akt we Inaktif diirem Bathilerder L3 —L5 [Mlarva 5 tekar check 1 3 olacak)

TOPRAKTLK] KiSTLERIN
EXTRAKSIYOMU

e

Schusilng Sareriuf Yémterd

Kort Extraksiyon Alati®

Sainhorts Extraksiyon &lati



BAUNACKE YONTEMI

Olduk¢a basit, ucuz ve hizli olan bu yéntemler 50 g. toprak érneginde
yikanarak igindeki kistler toplanmaktadir.




PEDRI DiSH YONTEMi

* Araziden toprak numunesi alinirken ¢ok farkli yontemler
uygulanmaktadir. Bunlardan énerilen yéntemlerden biride
“W" yontemidir.

* Alinan drnekler homojen sekilde karistirlip 500gr. ile 1000 gr
arasinda olacak sekilde toprak numunesi alinip laboratuara
getirilir.

+  Topraktan numune alma zaman ilkbahar ve sonbaharda
alinmasi onerilir. Topragin tavinda olmasi istenmektedir.

*  Gelen toprak érneginden 100 gr. tartilir ve dzel pedri igine
pecete konur bunun dzerine tartilan toprak drnekleri konur.
Islatilarak nematodlarin suya gecisi saglanir.

Pedri i¢inde 2 giin sulu ortamda bekleyen toprak érnekleri 2.glin sonunda
100 ml él¢t kabina alinirlar. Burada 6 saat bekletilirler. Bunun amaci
nematodlarin dipte toplanmasidir.



Bu ol¢u kabindaki suyu 6 saat sonunda 10 ml olacak sekilde bosaltinz. Burada dikkat
edilmesi gereken nokta dibe bosaltma borusunun degdiriimemesi eger degmisse tekrar 6
saat nematodlarin dibe ¢okmesi igin beklenir.

10 ml'ye inen nematodlu &rnekler 15 ml'lik tiplere aktanlirlar. Burada da 2 saat
bekletilirler.

Burada beklemis olan dérneklerin 1ml olacak sekilde sular azaltilarak kuglk tuplere konur.
10 um bu érnekten alinarak igerisindeki nematod sayimi yapilir,

Geri kalan drnegi preparatini yapmak i¢in cam tdpler igerisine konur.
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SAYIM

* Mikroskop
— Compound mikroskop
— Dissection mikroskop

* Image analysis

* Q-PCR

NEMATOD ZARAR ANAL.iZi YAPILIR

Diagrasvmatic reot-knot scoring chart
Comery of Jober Beidge and Sum Fage (1909}

0 ovons dern.



NEMATOD PREPARASYONU

Cam tlpler igine konan &rnekler icindeki nematodlar dldlrmek Icin
dnce 65°C suyun icinde 2 dakika bekletilir.

Alinan rneklerin icerisine 1 ml “TAF" eklenir. TAF'iIn ugmamas igin
tipleri agz parafilm ile kaplanir ve 2 giin bekletilir.

ikinci giiniin sonunda tipteki érnekler Giciik pedri kaplarina aktanlir ve
kurumasi beklenir, Kuruyan érnegin lzerine dnce sirasila ;

«  COZELTI 1

- COZELTI 2

+  GLSERIN

Her asamadan dnce iyice kurulmas beklenir.

Gliserinden sonra cins icindeki bireyler pedri kaplanindan alimp lam
izerine konu ve preparat) yaphr.

Kullanilan Kimyasallar ;

TAF
FORMALIN{ 240 FORMALDEHYDE) 7 ml
TRITHECONALAMILE 2 ml
DESTILE 51 31 ml

KOMSAMTRE TAF
FORMALIN{%40 FORMALDEHYDE) 7 mil

TRITHECOMALAMILE 2 ml

DESTILE sU 91 ml
COZELTI 1

% 96 ETHANOL ALKOL 20 kisim

GLYSERIN 1 kisim

DESTILE U 79 kisim

COZELTI 2

GLYSERIN 5 kisim

3596 ETHAMOL ALKOL 95 kisirm
GLYSERIN

SAF GLYSERIM KULLANILIR,



