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OZET

ANTALYA ILI ELMALI ILCESINDE ORTU ALTI DOMATES URETIM
ALANLARINDA GORULEN VERTICILLIUM DAHLIAE KLEB.
IZOLATLARININ MOLEKULER TANISI

Hasan AKAR
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Danisman: Do¢. Dr. Miirsel CATAL
Nisan 2021; 41 sayfa

Ulkemizin domates yetistiriciligi yapilan alanlarinda gorillen Verticillium
dahlige Kleb. fungusunun neden oldugu toprak kaynakli Verticillium solgunlugu
hastalig1 tiretimde ciddi kalite, verim ve ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. Hastalik
etmeninin ekonomik sekilde kimyasal miicadelesinin olmamasi ve diger kiiltiirel
miicadele yontemlerinin hastalifi kontrol altina almada yetersiz olmasi sebebiyle
hastalikla miicadele de dayamkli ana¢ kullanim son zamanlarda oldukca
yayginlagmistir. Antalya ili Elmal ilgesinde yayla seraciligi yapilan alanlarda da asili
gesitlerin dikimi yapilarak domates iiretimi gerceklesmektedir. Ancak son yillarda asili
¢esitlerde de hastaligin goriilme sikliginin arttigi gézlemlenmistir. Yapilan bu ¢alismada
V. dahliae’nin bolgede yaygin goriilen muhtemel yeni wklarinin, vejetatif uyum
guruplarinin ve patotiplerinin molekiiler yontemlerle belirlenmesi amaglanmistir.

Calisma kapsamin da Antalya ili Elmali ilgesinde o&rtii alti domates
yetistiricili§i yapilan seralardan Verticillium solgunlugu gozlemlenen asili gesitlerden
her seradan 1 6rnek almarak 40 farkli seradan toplamda 40 6rnek alinmistir. Ornekler;
Beaufort F;, Arazi Fy, Superpro F;, Ammstrong F;, Enpower F;, Kinkong F; domates
anaclarindan elde edilmistir. Toplam 40 6rnekten 29 V.dahliae izolati elde edilmistir.

Asil1 domates bitkilerinden elde edilen V. dahliae izolatlan tiire zgii DB19/DB22
pirimer ¢ifti kullanilarak PCR testine tabi tutumus V. dahlige olduklan teyit edilmistir.
Irklarin belirlenmesinde ise 1rk1 igin VdAvelF/VdAvelR ve 1irk2 i¢cin VAR2F/VdR2R,
vejetatif uyum guruplarinin belirlenmesi i¢in DB19/Espdef01, INTND2F/INTND3R,
INTND2F/INTND2R, INTND2F/MCR2B ve patotiplerin belirlenmesi i¢in VDF/VDR,
VNDEF/VNDR pirimer ¢iftleri kullanimistir,

Yapilan bu tez ¢ahismasinda Antalya ili Elmali ilgesi ortii alti yayla seracilign yapilan
seralardan elde edilen izolatlarin PCR testlerinde tiim izolatlarin V. dahliae oldugu teyit
edilmigtir. Elde edilen 29 izolattan 23 tanesi irk 2 olarak belirlenmis olup bélgede
rk2’nin baskin oldugu goriilmiistiir. Yine bolge iiretim alanlarinda Vegetatif Uyum
Grubu VCG1A'nin yaygm olarak bulundugu tespit edilmistir. Aym zamanda Elmali
domates seralarinda V.dahliae’nin yaprak déken (D) patotipinin agirlikli olarak
bulundugu belirlenmistir.
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ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF VERTICILLIUM DAHLIAE KLEB.
ISOLATES FROM GREENHOUSE TOMATO PRODUCTION AREAS OF THE
ELMALI DISTRICT IN ANTALYA

Hasan AKAR
MScThesis in Department of Plant Protection
Supervisor: Assoc. Prof. Miirsel CATAL
April 2021; 41 pages

Verticillium wilt caused by soil-borne fungus Verticillium dahliae Kleb. results
in serious quality, yield and economic losses in tomato fruit production in tomato
growing areas of Antalya province. Due to the unavailability of an effective and
economical chemical control method and ineffectivenes of the available cultural
practices to manage the disease, the use of tomato varieties grafted onto resistant
rootstocks have recently become highly common practice in tomato production in the
province. Currently, tomato is mainly produced from grafted varieties in the highland
greenhouse tomato growing areas of the Elmali district of Antalya, better known as
Yayla Seracilifi. However, Verticillium wilt has been frequently observed in the grafted
tomato growing greenhouses of the region in recent years. The goal of this thesis study
is to identify and characterize the new races, vegetative compatibility groups and
pathotypes of V.dahliae in the region by molecular methods.

For this purpose, more than 40 greenhouses were visited and one infected
sample representing each greenhouse was collected from the grafted tomatoes
displaying the symptoms of Verticillium wilt. The samples were obtained from the
tomato varieties grafted onto Beaufort F,, Arazi F,, Superpro F;, Armstrong F,,
Enpower F, Kinkong F1 tomato rootstocks. Out of 40 samples, 29 V.dahlia isolates
were recovered and purified for molecular studies.

All 29 isolates obtained from the grafted tomatoes were amplified with species-
spesific primer pair DB19/DB22 to confirm the identity of each isolate to V.dahliae in
PCR amplifications. The primer pairs VdAvelF/VdAvelR and VdR2F/VdR2R were
used to identify racel and race?2 isolates of the fungus. The pathotypes of each isolates
were determined by amplifications with primer pairs VDF/VDR, VNDF/VNDR. The
primer pairs DB19/Espdef01, INTND2F/INTND3R, INTND2F/INTND2R,
INTND2F/MCR2B were employed to place the isolates into vegetative compatibility
groups.

The results of the study confirmed that all 29 isolates obtained from the
greenhouses of the Elmali district belonged to fungus V.dahliae. Out of 29 isolates, 23
isolates were determined to be race 2, indicating that this race is dominant in the region.
The analysis also showed that VCG1A was the most common vegetative compatibility
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group (VCG) among the isolates from the tomato production areas of the district. The
defoliating (D) pathotypes were dominant pathotypes in the tomato growing
greenhouses of Elmal1 district.

KEYWORDS: Tomato, Apple, PCR, Verticillium
COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Miirsel CATAL
Assoc. Prof. Dr. Cengiz IKTEN
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ONSOZ

Bu tez calismasi kapsaminda Antalya ili Elmali ilgesi 6rtii alti domates
yetistiriciligi yapilan alanlarda goriillen Verticillium solgunlugu hastaligi etmeni
Verticillium dahliae’nin wklan, vejetatif uyum guruplan ve patotipleri PCR metodu
yOntemiyle tespiti yapilmigtir.

Bu tez calismasinin yapilmasmin her asamasinda yardimlarim esirgemeyen
yonlendirici bilgi ve birikimleriyle bana yol gosteren degerli danisman hocam Dog. Dr.
Miirsel CATAL’a

Calisma boyunca yardimlarini esirgemeyen calismama Ozverili bir sekilde
yardimci olan degerli arastirmaci Ars. Gor. Dr. Ahmet CAT’a

Calismamda maddi manevi her tiirlii desteg§i benden esirgemeyen aileme
tesekkiir ederim.
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek LisansTezi olarak sundugum Antalya Ili Elmal l¢esinde Ortii Alt
Domates Uretim Alanlarinda Gérillen Verticillium dahliage Kleb. Izolatlarinin
Molekiiler Tamus1 adli bu ¢aligmanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak
yazildigini belirtir, bu tez c¢aligmasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagim
gosterdigimi beyan ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

Bp :Bazgitfi

°C : Santigrad derece

ml : Mili litre

mm : Milimetre

ul : Mikrolitre

kb : Kilo baz

d : Dakika

Kisaltmalar

PDA : Patates Dekstroz Agar

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

RAPD : Rastgele gii¢lendirilmis polimorfik DNA
VCG : Vegetative Compatibility Group

IGS :Intergenik Spacer

RFLP : Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi
D : Yaprak doken

ND : Yaprak dskmeyen

AFLP : Cogaltilmig parca uzunluk polimorfizmi
ISSR : Basit sekans tekrarlar: aras1 polimorfizmi
SSRs : Basit sekans tekrarlar

IGS rDNA : Ribozomal DNA intergenik ayirici bolgesi
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GIRIS H.AKAR

1. GIRIS
Domates, diinya da en ¢ok tiretimi yapilan iirlinlerin basinda gelmekte, insan

beslenmesinde ve gida sanayisinde, dondurulmus, konserve, salga, ketcap, tursu gibi
cesitli kullanim alanlarinin olmasi sebebiyle Snemli bir sebzedir (Abak,2011).

Anavatani Giliney Amerika olan domatesin (Solanum lycopersicum L.,
Lycopersicon lycopersicum L. H. Karst,, Lycopersicon esculentum Mill.) ilk olarak
{ilkemize gelisi 19. Yiizyilda Fransa ve Suriye tizerinden gelerek ¢ukur ova bolgesinde
yetistirilmeye baglanmus ve daha sonra diger bolgelere yayilim gostermistir (Kaya ve
ark., 2018; Karatoy, 2019).

Domates giiniimiizde saglikli bir beslenme igin onemli sebzelerden biri olarak
belirtilmektedir. Ozellikle sera sebze yetistiriciliginde onemli olan domates, igerdigi B1,
B6, A, C, vitaminlerinin yilksek olmasinin yam sira likopen igeriginin de yiiksek
olmasindan dolay1 insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahiptir (Orman ve Kaplan
2004). Insan sagh@ agisindan domates yiiksek likopen igerifi sayesinde kolon, prostat,
gbglis, agiz kanseri riskini azaltmasimn yani swra kalp damar hastaliklarina kargi
koruyucu etkide bulundugu tespit edilmistir. Ayrica likopenin, kanimn kolestrol degerini
diistirdiigti cilt ve saglar giizellestirdigi, beyin hiicrelerinde yaglanmay: yavaslattig,
bagisiklik sistemini giiglendirdigi belirtilmektedir (Demir ve Akgun 2014 ),

Domates tiretimi her gecen yil artis gostermektedir. Tklim degisikligine dayamkl
olmas1 ve kolay yetistirilebilir olmasi sebebiyle liretici tarafindan tercih edilen domates,
toplam ekilis alani, iiretimi ve ticareti agisindan da Tiirkiye’de yas sebze gurubunun en
dnemli iriinlerinden birini olugturmaktadir. Tiirkiye’de hemen hemen her yerde agikta
ve 6rtii altinda sofralik ve sanayilik domates {iretilmektedir. Ozellikle Marmara, Ege ve
Akdeniz bolgelerinde ¢ok genis alanda yetistiricilik yapilmaktadir (Vural vd 2000).
Diinya da en ¢ok domates iiretimi yapan ilk bes lilke ise sirasiyla Cin, Hindistan,
Tiirkiye, Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve Misir’dir. Domates {iretiminde Tiirkiye
12 milyon 750 bin ton domates tiretimi ile tiglincti sirada yer almaktadir (FAO, 2017).

Insan besini olarak tiiketilen, tarim alanlarinda iiretilen gida endiistrisi gibi
yerlerde kullamlip énemi biiyiik olan domateste; fungal, bakteriyel ve viral kékenli bir
cok hastalik etmeni olup ekonomik olarak onemli derecede verim kayiplarina sebep
olmaktadir (Karaca ve Saygili, 1982). A¢ik ve ortii alti domates yetistirilen alanlarda
fungal hastaliklarin neden oldugu kayiplar ¢ok ciddi boyutlara ulagabilmektedir. Bu
fungal hastalik etmenleri arasida kok ¢iirtikliigiine sebep olanVerticillium ve Fusarium
solgunlugu, beyaz ciiriikliik, gri kiif, erken yaprak yaniklifi, yaprak kiifii, kiilleme ve
mildiyo hastaliklan yer almaktadir. Tiim diinya da retilen {irtinlerin her yil ortalama
%141 fungal hastalilarin sebep oldugu kayiplardir (Agarwal ve Sinclair 1987; Agrios
1997). Toprak koékenli bir fungus olan Verricillium dahliae’min 40 farkli familyadan
200 kadar bitki tiiriinii hastalandirdig bildirilmistir (Isaac, 1967).
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Zeytin, sert c¢ekirdekli meyve tiirleri, badem, antep fistifi, asma, berberis,
akcaagac, atkestanesi, karaagag, bogiirtlen, karpuz, ¢ilek, pamuk, bamya, serbet¢iotu,
domates, biber, patlican, aycigegi, begonya, giil, yabanc: otlar basta olmak iizere gok
genis bir konukgu dizisi vardir (Web 1).

Melouk (1992) tarafindan 1816°da ilk kez tamimlanan Verticillium cinsi
Deuteromycotina alt bolimii ve Hypomycetes sinifina yerlestirilmistir. Ulkemizde
hastalik ilk defa Iyriboz (1941) tarafindan 1941 yilinda Manisa Kirkagag’ta tespit
edilmistir. Karaca vd. (1971) ise etmenin Verticillium dahliae Kleb. oldugunu
bildirmislerdir,

Hastalik etmeni V. dahliae hassas bitkilerde kotli yapilt toprak kosullarinda ve
disiik toprak sicakhifinda ortaya c¢ikmaktadir. Hastalik etmeni 25-28 °C gibi
sicakliklarda ve sulanan alanlarda iyi gelisim gOstermektedir. Fungus kigi bitki
artiklarinda misel olarak gegirmekle birlikte mikroskleroti ad1 verilen dayanikli yapilar
sayesinde toprakta canliigimi 10 yildan fazla koruyabilmektedir. Mikrosklerotiler
uygun konukeu varlifinda kokten gelen salgilan algilayarak ¢imlenerek bitki kdklerine
dogrudan penetrasyon yoluyla ya da yaralardan girmektedir. K6k de kolinize olan
fungus buradan iletim demetlerine ksileme gegerek  sistemik  olarak
ilerlemektedir(Agrios 2005, Koike vd 2007). Hastalik etmenin ksileme ulagmasindan
sonra olusan konider bitki diger aksamlarina tasinmakta ve ksilem de simrh
kalmaktadir. Konidiler floeme gegis yapamazlar. Etmen ksilem de geligerek tyloses, jel
ve sakiz gibi yap1 ve maddeler olusturarak ksilemin tikanmasina neden olmaktadir
(Schnathorst, 1981).

bmararma gisig  Konldderiafietim
sisterninda sizamik

clarak periagmanive
kelonkzs cimas
). -0 —"
,i mikresklonatiznn
paligin)
"
- bisismidannds vi
- toprfa ke
mitrastomalar
Mikresklorstlann

Kok ughanidan gimlanmasi
panatrasyonun

tagtaman

Sekil 1.1. Bitkilerde V. dahliae’nin hayat dongiisii
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Hastalilk etmeninin domates bitkisindeki’ belirtileri iletim demetlerinde
kahverengi renk degisikligi seklinde goriiliir, ozellikle kurak kosullarda yapraklar
porsiiyerek solarlar, alt yapraklarmm u¢ kisimlari sararir ve bitki boyunda farklilik
goriiltir. Yapraklarm bir kismu yesil kalirken diger kismi solmug olarak gériiliir. Yaprak
ayasinda kahverengi ve kiil grisi lekeler bulunur. Yaprak saplan yesilligini uzun siire
muhafaza etse de saglikhi gibi goriinen bitkilerinde gévdeleri kesildiginde gévdede
kahverengi renk degisikligi goriiniir. Hasta olan bitkilerde yan kék olusumu gozlenir.
Hasta bitkilerde dliimler nadir olarak goriilse de alt yapraklarin tamami kurudugu igin
verim biiyiik Slgiide diigmektedir.

Sekil 1.2. Antalya Elmali Iigesi serlarinda agsili domates cesitlerinde goriilen
Verticillium dahliae’ mnyapraktaki belirtileri

Hastahk etmeninin toprak kaynakh olmasi hastalikla miicadele de her hangi bir
kimyasalin etkili ve ekonomik olmayisi sebebiyle bir ¢ok arastirici bu hastalikla
miicadelenin zor oldugunu rapor etmislerdir (Wilhelm vd., 1974; El-Zik, 1985; Godoy
vd., 1995; Bigici ve Kurt, 1998; Moshirabadi vd., 2000; Gencer vd., 2001; Karademir
vd., 2009). Hastalikla miicadelede dayanikli gesitlerin gelistirilmesi, yabanci otlarla
miicadele, sulama zamamnin iyi ayarlanmasi, ekim nébeti ve dengeli giibreleme
yapmak gibi yontemler Onerilmektedir (Wilhelm vd., 1974; Schnathorst ve Cooper,
1975; El-Zik, 1985; Erdogan vd., 2006).

Hastalik etmeni Verticillium dahliae’nin genetik cesitliligini belirlemek i¢in
daha onceki ¢alismalarda AFLP, ISSR, RAPD, IGsr DNA, RFLP, IGS tDNA, SSRs
(Pramateftaki vd. 2000; Collado-Romero vd. 2006,2009; Atallah vd. 2010; Erdogan vd.
2013; Gharbi vd. 2014, 2015; ELSharawy vd. 2015) molekiiler analiz yéntemleri
kullanilmistir. Yapilan bu ¢alismada da hastalik etmeninin molekiiler tanmisinda daha
onceki bircok ¢alismada kulanilan spesifik pirimer ¢iftleri kullamlarak PCR testi
yapilmistir. Tiir teshisinde DB19/DB22 pirimerleri (Carder vd 1994, Qing vd 2006 ve
2008), etmenin bilinen iki rkimin tespitinde VdAvelF/ VdAvelR (Jonge vd. 2012),
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VdR2F/ VdR2R (Short vd. 2014) irklara 6zgii spesifik pirimerler, patotiplerin tespitinde
VDF/VDR ve VNDF/VNDR (Perez-Artes vd. 2000) pirimerleri, vejetatif uyum
guruplarinin ~ belirlenmesinde DB19/Espdef01  (Mercado-Blanco vd.  2003),
INTND2F/INTND3R (Collado-Romero vd. 2009), INTND2F/INTND2R(Mercado-
Blanco vd 2001), INTND2F/MCR2B (Collado-Romero vd.2009) pirimerleri
kullanilmagtur,

Bu amagla Antalya ili Elmal1 ilgesinde ortii alt1 domates yetistiriciligi yapilan
alanlarda goriilen Verticillium dahlie Kleb izolatlarimin PCR analiz yontemi ile teshis ve
tamis1’nin yapilmasi gerekli 1slah ¢aligmalarinin ve miicadele olanaklarinmin geligtirilmesi
ve ¢esitlendirilmesi agisindan bilyiik 6nem arz etmektedir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Korolev vd. (2000) Israil’ de 47 farkli alanda yaptiklari calismada V. dahliae’nin
13 konuk¢usundan toplamda 565 izolat elde etmislerdir. Elde edilen izlolatlardan 158
tane izolat VCG2B, 378 tane izolat VCG4B ve 28 izolat ise VCG2A olarak
belirtilmigtir. Bir izolat ise heterokaryon kendine uyumsuz olarak belirlenmistir. VCG2B
izolatlannin %92 Israil’in kuzey kesiminde, VCG4B izolatlari’nin ise %90’ Israil’in
giney kesiminde belirlenmigtirr, VCG2A ise cografi olarak iki VCG arasinda
dagilmistir. Aym VCG izolatlarimin diger izolatlardan birbirine benzer koloni,
mikrosklerot, sicaklik tepkimelerine sahip olduklarmi ve kismen ayni patojenisiteye
sahip olduklarini belirtmigleridir. Pamuk ve patlican bitkileri kullanilarak test edilen 60
izolat arasinda farkli patotipler tammlanmistir. Farklilik olarak VCG2A’daki tiim
izolatlar ve %86°s1 VCG4B’deki izolatlar pamukta zayif ila orta semptomlara patlicanda
ise orta ve siddetli semptomlara sebep olmustur. Buna kargilhik VCG2B’deki tiim pamuk
izolatlart siddetli yaprak semptomlarina, bodurluga ve o&liimlere neden olmustur.
Patlicanda ise zayif ila orta dereceli semptomlara neden olmustur.

Dobinson vd. (2000) Yaptiklar1 ¢alismada Kuzey Amerika’min gesitli
bolgelerinden toplanan ve daha énce VCG 4A ve VCG 4B vejatatif uyumluluk gurubu
olarak bilinen 46 V. dahliae izolati molekiiler markir kullamlarak karakterize
etmislerdir. Calismada karakterize edilen VCG 4A izolatlarinin bir tanesi hari¢ diger
hepsi alt tiire 6zgii tekrar eden DNA sekansi1 E18’den yoksundur. Geri kalan izolatlarin
timii ise niikleer tDNA ve Trpl lokuslarindaki Restriksiyon fragment uzunlugu
polimorfizmleri (RFLP) ile ayirt edilmigtir. VCG 4B izolatlarimin E18 RFLP’leri ise
daha 6nceden domates tarlalarindan elde edilen V. dahliae VCG 4B izolatlar ile benzer
bulunmustur. Calisjmada molekiiler yontemlerle elde edilen verilerin patateste V.
dahliae izolatlarinin tespiti ve sitmflandirilmasinda faydali olacag1 belirtilmistir.

Bahat vd. (2003) Kaliforniya'min orta kiyilarinda solmus biber tarlalarinda
yaptiklar1 calismada 67 tane V. dahliea izolat: elde etmiglerdir. Elde edilen izolatlar dan
%67 sinin VCG2’ye %22’sinin VCG4’e %1 1°nin ise yeni bir VCG olarak adlandirilan
VCG6’ya ait oldugunu belirtmislerdir. Yapilan c¢alismada V. dahliae izolatlarinin
patojenistesi i¢in 1 aylik dolmalik biber ve domates fideleri kullamlmigtir, VCG2,VCG4
ve VCG6’ya ait biber izolatlar1 oldukg¢a patojenik bulunmustur.

Izolatlara ait molekiiler karakterizasyon igin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
tabanh rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) teknigi kullamilmug ve V. dahliae
biber izolatlarmin %95’inde bu izolatlar arasinda kiiglik farkliliklar ortaya konmustur.
VCG6’ya ait izolatlarda ise benzersiz polimorfik bant desenleri gbzlemislerdir.

Collins vd. (2005) yaptiklar1 caligmayla elde ettikleri V. dahliae izolatlarina
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) testi yaparak incelemislerdir. Calismada V.
dahliae’nin yaprak doken (D) ve yaprak dokmeyen (ND) patotiplerini belirlemek i¢in
INTD2f/r ve INTND/r pirimer c¢iftleri kullamlmigtir. Calismada ayrica V. dahliae’ya



KAYNAK TARAMASI H. AKAR

6zgli DB19/DB22 pirimer ¢ifti kullanilmigtir. Caligmada elde edilen sonuglar V.
dahliae’izolatlarinin bilinen biyolojik ve molekiiler 6zellikleriyle karsilastirilmastir.
DB19/DB22 primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR testlerinde iiriinlerin 5 farkla sekans
dizilim gurubu ortaya ¢ikarilmistir. Ispanyadan elde edilen yaprak dokiicii (D) izolatlar
ile Ispanya’dan ve ABD’den elde edilen yaprak dskmeyen (ND) izolatlar 4’iincii sekans
dizilim gurubuna dahil edilmistir.

Bellahcene vd. (2005) zeytin agaglarinda yaptiklarn ¢aligmada Cezayir’in kuzey
batisindan ve Kabylie bélgelerinden 18, Fransa’dan 4, Suriye’den 3 V. dahliae izolat
elde edilerek vejatatif uyumluluklarini belirlemek i¢in nitrat kullanmayan mutantlarla
tamamlama testleri kullamilmistir. Elde edilen izolatlarin fenotipine dayanilarak ig tip
mutant elde edilmigtir. Elde edilen mutantlarin %71,6 nitl, %16,6 nitM ve %11,8 nit3
olarak tespit edilmistir. Heterokaryon olusturma yeteneklerine dayanarak, elde edilen
tlim zeytin izolatlan tek bir vejatatif uyum gurubunda toplamigslardir.

Dane (2007) yapti1 ¢alismada Erzurum ilinin ilgelerinden patates yetigtiriciligi
yapilan alanlardan elde edilen V. dahliae izolatlarinin patojenitelerini ve vejetatif uyum
guruplarim tespit etmek amaciyla bu ¢aligmay: yapmugtir., Yapilan ¢alismada 111 V.
dahliae izolat1 elde edilmistir. Elde edilen izolatlardan toplamda 240 mutant
olusturulmustur. Bu mutantlarin 69’u NitM, 171°1 Nitl olarak tespit edilmigtir.
Calismada izolatlarin vejetatif uyum guruplarimi tespit etmek ic¢in elde edilen
mutantlarin test izalasyonlariyla eglestirilmis ve 77 tane izolatin VCG4A, 34 tane
izolatin ise VCG2B oldugu tespit edilmistir. Caligmada Marfona ¢esidi kullamlarak
vejetatif uyum guruplanmin patojenisitelerini  belirlemek i¢in daldirma metodu
kullamlmis ve iki vejetatif gurup’da da hastalik siddeti agisindan fark goriilmemisgtir.
Aym zamanda yapilan bu ¢alismayla ilk kez VCG4A nin Tirkiye’de bulundugu tespit
edilmigtir.

Dinler (2007) 2004-2005 yillarinda Aydin ili ve ilgelerinde pamuk yetistiriciligi
yapilan alanlarda yapigi ¢alismada pamuk bitkilerinden toplamda 47 adet V. dahliae
izolat1 elde etmigtir. Caligmada V. dahliae’min patojenisite ¢aligmalar1 Acala SJ2 pamuk
cesidinde yapilmis ve izolatlarin %3.83 -100 arasinda degismistir.

Calisma sonun da elde edilen 54 mutant V. dahliae’nun 38’i VCG2B iken, 6’s1
VCG2B ile kuvvetli ve VCG1 ile zayif, 5° i1 VCG 2B ve VCG1 ile kuvvetli, 2’si
VCG2A ile kuvvetli, 1’i VCG1 ile kuvvetli ve VCG2B ile zayif, 1’i VCG2B ve
VCG4B ile zayif, 171 ise VCG2B ile zayif heterokaryosis oldugu tespit edilmistir.

Gore, (2007) 2003-2004 yillan1 arasinda Ege bolgesinde pamuk yetistiriciligi
yapilan alanlardan toplamda 101 adet V. dahliae izolat elde etmistir. Elde edilen
izolatlarin vejetatif uyum guruplarim belirlemek i¢in izolatlarin nit mutantlar1 arasimdaki
heterakaryon olusum izlenerek test edilmistir. Elde edilen izolatlardan 33°ti VCG2B’ye,
12’si VCG2A’ya 4 tanesi VCG4B ve 46 tanesi VCGI olarak tespit edilmistir. Kalan
izolatlar nit mutanti olamamalart sebebiyle vejetatif uyum gurup bu agisindan test
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edilememistir. Calismada elde edilen izolatlar Acala SJ-1 ve Deltapine 15-21 pamuk
cesitlerinde patojenisite a¢isindan degerlendirilmis ve VCG2 ve VCG4B izlolatlan
pamuk bitkisinde zayif ve siddetli semptomlara sebep olmugstur. VCG1 ise pamuk
bitkilerinde bodurluga, yaprak dkiilmesine ve solgunlasarak oliimlere sebep olmustur.
Bu caligma ile Tiirkiye’de VCG1’in bilinen ilk raporudur.

Hayes vd. (2007) 2004 yilinda 107, 2005 yilinda 22 marul ¢esidi lizerinde
- yaptiklan c¢alismada V. dahliae ile enfekteli marul tarlalarinda hassas ve direngli
cesitlerde hastalik siddetini belirlemislerdir. Caligmada direng agisindan degerlendirme
yapmak igin irk1l ve k2 izolatlar1 16 marul g¢esidi lizerinde test yapilmistir. Yapilan
testlemede Onemli farklilhklar gézlemlenmistir. Duyarli c¢esitlerde hastalik siddeti
yetistirme donemi boyunca artmus direngli gesitlerde ise sabit kalmistir. Yapilan
testlemelerde hastalik irk’a gére degisiklik gostermistir. Testlemede kullanilan 7 gesit
irk1’e direnglivken cesitlerin hepsi 1rk2’ye hassas olarak tespit edilmistir. Yapilan bu
caligmayla marulda V. dahliae karsi 1slah ¢alismalarina katki saglanmigtir,

Sanei vd. (2008) ¢alismada 1993 ve 2005 yillar arasinda V. dahliae ile enfekteli
olan kiiltiir bitkileri ve yabanci otlar Iran’in farkli bslgelerinden toplanmustir. Farkl:
bolgelerden ve konukgulardan elde edilen toplam 548 adet V. dahliae izolat1 elde
edilmistir. Elde edilen 548 izolat nitrat kullanmayan (nit) mutantlar kullamlarak
vejatatif uyum guruplar1 belirlenmistir. Izolatlarn %51.1°i VCG4B’ye %25.9’u
VCG2A’ya ve %23°1 VCGI olarak tespit edilmigtir.

Collado-Romero vd. (2009) aragtirmacilar yaptiklari aragtirmada enginar
bitkilerini enfekte eden V. dahliae izolatinin ve vejetatif uyum guruplarinin tespit ve
tamlamasin1  amaglamiglar ve bu amagla nested multiplex PCR yOntemini
gelistirmiglerdir. Calismada oncelikli olarak izolatlarin hepsi DB19/DB22 V. dahliae’ya
has pirimer ¢iftleri tarafindan test edilmis, daha sonra VCG’larin tespiti i¢in PCR
markérleri ile VCG’lar arasindaki iligki arastinlmistir. Calismada VCGIA veya
VCG2B izolatlarinin tespiti i¢in 334 bazlik markér, VCG2A veya VCG4B izolatlan
icin 688 bazlik markér ve VCG2B izolatlar1 igin 688 ve 964 bazlik markoérlerden
yararlanilmistir, Calismada i¢ i¢e gegmis PCR testleri ile V. dahliae ve VCG’larin tespit
ve tanilamasi yapilmustir.

Korolev vd. (2009) Israil’de domates tiretimi yapilan 16 bolgede yaptiklari
calismada 3 VCG ve 2 fizyolojik irki belirlemek i¢in toplamda 76 tane V. dahliae izolati
elde etmislerdir. Elde edilen izolatlardan 55 izolat VCG4B’ye 18 izolat VCG2A’ya 2
izolat VCG2B olarak tanimlanmig olup 1 izolat ise kendine uyumsuz olarak
belirlenmistir. Fizyolojik irklar1 belirlemek igin iki domates cesidi kullamilmis ve
kullamlan ¢egitlerden Cv.604, irk1’ e diren¢ geni Ve genine sahipken, Rehovotl3 ise
irklve rk2’ye duyarlidir. VCG2A ve VCG2B izolatlari, Ve geni olmayan duyarli cesidi

giiclii bir sekilde etkilemis ve irk1’e karsilik gelmistir. VCG4B izolatlan ise her iki
cesitte de giiclii bir sekilde etkileyerek 1rk2’ye karsilik gelmisgtir.
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Yaprak doken benzeri (DL) ve yaprak dokmeyen (ND) patotipler ise domateste
hafif ve higbir semptoma sebep olmamistir. Domates’ deki irk1ve irk2 izolatlar pamuga
(Acala SI2) hafif agresif ve yaprak dokmeyen (ND) patotipi olarak belirlenmistir.
VCG2A ve VCGA4B tarafindan temsil edilen sirasiyla irklve wk2 fizyolojik wklar
karpuz, patlican, bamya ve aygiceginde bezer patojenite’ye sahip iken, VCG2B’ye ait
iki 1k 1 izolat: patilcan, karpuz ve aygigeginde yiiksek agresiflik gostermistir.

Collado-Romero vd. (2010) aragtirmacilar vejetatif uyum guruplarina ait V.
dahliae izolatlarmin hibrit orjinini VCG3’de yaptiklan bu calismada rapor etmislerdir.
Cahsmada V. dahliae VCG3 izolatlarimin ¢oklu aktin (Act), b-tubulin (b-tub),
kalmodulin (Col) ve histon3 (H3) igeren genlerinin farkhillk banndirdifint
belirtmiglerdir. Aynca ¢aligmada yapilan filogenetik analizler ITS-1 ve ITS-2, PCR
marksrleri V. dahliae VCG3 izolatlarmm VCG1B ile heniiz tanimlanmamig ebeveynler
arasindaki hibridizasyon dan kaynaklana bilecegini gostermistir.

Jimenez-Diaz vd. (2011) yaptiklar1 ¢alismada Ispanyanin giineyinde Endiliis’te
zeytin yetistiriciligi yapilan 5 ilden 65 meyve bahcesinden 433 zeytin agacindan 637
adet V. dahlige izolat1 elde etmislerdir. Elde edilen izolatlarin %78’ VCGI1A, %19.8
VCG2A, %1.4 VCG4B, %0.6 VCG2B ve 1 izolatinda heterokaryon oldugunu tespit
etmislerdir. Calismada 637 izolat polimeraz zincir reaksiyon (PCR) kullamlarak
molekiiler patotipleme yapilmstir. Yapilan testlemede VCG1A izolatlarinin yaprak
déken (D) patotipinde oldugu VCG2A, VCG2B ve VCG4B izolatlarinin ise yaprak
dskmeyen ND patotipinde oldugu tespit edilmistir. Yapilan g¢alisma sonucunda
Endiliis’deki V. dahliae genetik gesitliliginin zeytin bahgeleri arasinda VCG’larin ve
sekans dizilerinin dagilim ve yaygmhgi VCG1A'nin yaygin olmadiga illerde daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Geng, (2012) yaptig1 ¢alismada cilek yetistiriciligi yapilan Erzurum ve Erzincan
illerinden ¢ilek bitkisinden elde ettigi V. dahliae izolatlanmn vejetatif uyum guruplarim
belirlemistir. Calismada toplamda 202 adet V. dahliae izolat1 elde edilmistir. Elde edilen
V dahliae izolatlariin 782’si nitl ve 99 nitM olarak simflandirilmis ve toplamda 881
adet mutant elde edilmistir. Elde edilen bu mutantlann test izalasyonlariyla
eslestirilmesi sonucu V. dahliae izolatlarinin %6,4’11 VCG 2A, %15,8°1 VCG 4B ve
%73,4°t VCG 4B olarak tespit edilmistir. Kalan %4,4°lik kisimdaki izolatlann ise
vejetatif uyum guruplar tespit edilememistir. Bu ¢alismayla ¢ilek bitkisinde Tirkiye de
ilk kez V. dahliae’nin vejetatif uyum guruplar tespit edilmistir.
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Papaionnou vd. (2013) Girit, Yunanistan’da yaptiklari caligmada elde edilen 84
V. dahlige izolatmn vejetatif uyum guruplanm (VCG), mating tipi,
morfolojik/fizyolojik karakterizasyon ve farkl konukgularda (Domates, Biber, Patlican
ve Salgam) patojenisite testi yaparak karakterize etmislerdir. Calismada domates te V.
dahlige 1tk 2°nin wk 1%in yerini aldign ve duyarli gesitlerde daha virtlent oldugu
belirlenmistir. Elde edilen izolatlarda VCG2A, VCG2B ve VCG4B guruplart tespit
edilmistir. PCR testlerinde Trl/Tr2 markdrleri VCG4B gurubu disinda domateste
patojenik irklar arasinda giivenle kullamlacagi, Tm5/Tm7 ve 35-1/35-2 markdérleri ise
domateste patojenik izolatlarn tespit edilmesinde basarili olmustur. Calismada ITS2
bolgesindeki tek bir niikleotid polimorfizmi ve iki yeni molekiiler markdr M1 ve M2
VCG’lar 2A, 2B ve 4B’nin hizli ve dogru belirlenmesi ve gelecekte galigmalarda
verimli analizler i¢in kullanilabilir oldugu tespit edilmistir.

Short vd. (2014) yaptiklari ¢alismada V. dahlige ait domates ve marul bitkileri
iizerinde iki patojenik 1rk tanimlanmasina ragmen k1 tammlamak igin polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) testi tanimlanmasina ragmen 1rk2’yi pozitif tammlamak igin bir test
yoktur. Her biri ikl ve k2 olan V. dahliae izolatlarinin genom dizileri kullamlarak
pirimerleri belirlenmistir. Irklar arasindaki polimorfizmlere dayanarak bilinen irkmn
referans izolatlar iizerinden bir pirimer ¢ifti tasarlanmig ve test edilmistir. Bu pirimer
¢ifti, VAR2F (ACTTAACGAAAGCATGCGC)-VdR2R (CTTGACTTGCCGGCTCC)
tim 1k2 izolatlarnda tutarli sekilde 256 bp iiriin vermistir. Calismada 340 1spanak
fidesinden toplamda 677 V. dahliae izolatimn DNA’s1 ik1’e ait pirimer cifti ve rk2’ye
5zgii VAR2F-VAR2R pirimer ¢ifti ile amplifiye olmayan izolatlardan PCR ile DNA
taramas1 yapiimistir. Dogrulama yapmak i¢in 1spanak tohumlarindan rasgele segilmis 53
izolatla iki farkli marul hatt1 asilanmig patojenisite ve viriilanslar1 sera kosullarinda
degerlendirilmistir. Farkli gesitlerdeki reaksyonlar PCR verilerini desteklemistir. Daha
sonra her iki wka ozgii pirimerler kullamlarak Kaliforniya dan bitkiler {izerinde
aragtirma yapilmug ve tiim enginar izolatlan k1 ve tiim domates izolatlar1 1rk2 oldugu
belirlenmistir. Kaliforniya da marul, biber ve ¢ilek izolatlan ile dort tilkeden ikisinde
gelen 1spanak tohumlarinda her iki wk da tespit edikirken pamuk, nane, zeytin ve
patateste sadece 1rk2’yi tespit etmislerdir.

Carneros vd. (2014) yaptiklar: ¢aligmada aygigeginde Verticillium solgunluguna
sebep olan V. dahliae’ mn genetik ve molekiiler 6zelliklerini belirlemek igin enginar,
pamuk ve zeytin ajacini enfekte eden V. dahliae izolatlar1 molekiiler belirteg olarak
kullamlmistir. Bu amagla Arjantin ve ispanyada aycigegi yetistiriciligi yapilan
alanlardan izolatlar toplanarak analiz edilmistir. VCGs referans suslan ile ay¢igeginden
elde edilen izolatlarn #nit mutantlar1 belirlenmistir. V. dahliae’mn molekiiler
karakterizasyonu, yaprak dokiici (D) ve yaprak dokmeyen (ND) patotipleri ve
VCG’larm tanist pirimer giftleri kullamlarak polimeraz zincir reaksiyonu kullanmlarak
gerceklestirilmistir. V. dahliae’nin it mutantlar1 ile referans suglar arasindaki
testlemeler ayciceginden elde edilen izolatlarnin VCG2B’ye ait oldugunu gostermistir.
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Molekiiler analizde aycicegini enfekte eden V. dahliae izolatlarimn enginar ve
pamukta patojen olan V. dahliae’min yaprak ddkmeyen (ND) izolatlari ile aym
molekiiler yapiya sahip oldugu belirlenmistir.

Koc, (2014) yaptign calismada Antalya ili ve ilgelerinde agili pathcan
yetistiriciligi yapilan alanlarda patlican da solgunluga sebep olan V. dahliae izolatlarinin
molekiiler yontemleri kullanarak tespit ve tamisii yapmugtir. Caligma kapsaminda elde
edilen izolatlardan tiire has genomik (SSMG) ve ribozamal DNA intergenik spacer
(IGS) bolgeleri polimeraz zincir reaksiyon (PCR)’nun da gogaltilarak DNA dizilimleri
belirlenmistir. Calismada, V. dahliae ile enfekteli 30 asili patlican ve ikl ve irk2’yi
temsil eden 4 domates izolatt DB19/DB22 primerleri kullanilarak PCR’da 520 ile 550
bazlik iirtin elde edilmigtir. IGS bélgesi primer ¢ifti VAIGSFI/VAIGSF2 kullanilarak 10
patlican ve 3 domates izolatinda 1800 ile 2000 baz arasinda {rlin elde edilmistir.
Calismada, V. dahliae’ya 6zgii gen bolgesi dizi analizleri 24 pathican izolatinin 526
bazlik, 6 patlican izolatmn ise 542 bazhk iki farkli gurubu temsil eden bir dizilime
sahip oldugu belirlenmistir. Gurup 1 ve gurup 2 olarak adlandinlan bu izolatlar V.
dahliae’min diinyadaki bu zamana kadarki bilinen 7 seq gurubundan seq2 ve seq4
icerisinde yer aldifn belirlenmigtir. Caligmada birinci grup daki izolatlar domates k2
izolatlarina yakin grup igine girerken ikinci guruptakiler domates izolatlarindan ayr bir
grup iginde yer almustir. 30 patlican izolati izerinde domates irk1’e has primer ¢ifti
PCR testi yapilmis ve 1kl olmadifi belirlenmistir. Caligma sonunda Antalya ili ve
evresindeki ilgelerde V. dahliae’nmn patlicanda genetik olarak iki farkh izolat
gurubunun oldugu ve yapilan analizlerde her iki grup i¢indeki izolatlarmn ikl olmadig1
ve birinci gruptaki izolatlarin 1rk2 olabilecegi belirlenmistir.

Ping Hu vd. (2015) yaptiklari ¢alismada pamukta V. dahliae’mn wk ve
patotiplerini belirlemek i¢in Cin, Israil, Tiirkiye ve Amerika Birlesik Devletlerinde
pamuk yetistirilen alanlardan toplamda 137 adet V. dahliae izolati elde etmislerdir.
Calismada, V. dahliae’nin yaprak doken patotipini belirlemek i¢in DF/DR, yaprak
dokmeyen patotipi belirlemek igin ise NDF/NDR pirimerleri kullamlmustir. Irklari
belirlemek icin 1kl icin VdAvelF/VdAvelR, 1k2’yi belirlemek igin VAR2F/VAR2R
pirimerleri kullamlmigtir. Primerler polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) metodu
kullanarak test edilmistir. Calismada yaprak doken olarak genotiplenen izolatlarin
%97.2°si 1rk2 olarak, yaprak dékmeyen olarak genotiplenen izolatlarin %90.81 1kl
olarak tespit edilmistir. Calismada sonuglar1 dogrulamak igin direngli FM 2484B2F,
kismen direngli CA4002 ve duyarli 98M 2983 pamuk gesitleri kullanilmis olup her biri
PCR ile karakterize edilen 10 izolat ile asilanmigtir. Alti adet yaprak doken ve irk2
izolat1 (GH1005, GH1021, HN, XJ2008, XJ592 ve referas izolat Ls17), dort adet yaprak
dskmeyen ve 1kl izolat (GH1015, GH1016, GH1020 ve referans izolat Ls16) tespit
edilmistir. Ls17 disindaki tiim yaprak dokiicii ce 1k 2 izolatlar1 98M-2983 ve CA4002’
de yaprak dokiimiine sebep olmus, izolat Lsl7 ise yalmzca 98M-2983’de yaprak
dokiimiine neden oldugu tespit edilmistir.
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Calismada yaprak doékmeyen ve wk 1 izolatlan ise 98M-2983°te yaprak
dokmeden solgunluk belirtisine sebep olmustur. Yapilan ¢alisma sonucunda Irk1 yaprak
dokmeyen Irk2 ise yaprak doken poplilasyonlara karsihik gelmistir.

Strausbaugh vd. (2016) yaptiklari ¢alismada Idaho’da 2007-2008 yillarinda
seker pancarinda Verticillium solgunlugu goésteren 40 pancar tarlasindan 10 koék
solgunluk gosteren bitkiden toplamda 106 adet V. dahliae izolat1 elde etmislerdir. Elde
edilen izolatlarin hepsinin MAT1-2 mating tipinde oldugu belirlenmistir. Izolatlardan
degerlendirmeye alinan 93 izolatin %95°’1 VCG4A, %3t VCG2B, %1°i VCG4B ve
%1’1 uyumsuz olarak tespit edilmigtir. Calismada degerlendirmeye alinan VCG4A
izolatlanmn tlimii cox3 ila nad6 ve cox1 ila rnl lokuslarinin sekansina bagli olarak ayni
mitokondriyal haploid tipine sahip oldugu tespit edilmistir. Calisma sonunda
monohikari seker pancari ¢esidi potojeniste acisindan test edilmis ve diger guruplara
gére VCG4A izolatlar1 daha fazla yaprak semptomuna sebep oldugu sonucuna
varilmistir.

Usami vd. (2017) Japonya’da domates anaglar1 {izerinde yaptiklari ¢aligmada V.
dahliae’nin direng geni Vel geni tasiyan anaglari lizerinde yapilan patojenisteye gore V.
dahliae’nin wrklarini irk1 ve k2 olarak belirlemisleridir. Irk 2 ye direngli ticari ¢esitler
bulunmamakla birlikte 1rk2’ye direngli anag¢ ¢esitleri Aibou ve Ganbarune- Karis
anaclarinin yetistiriciligi yapilmis ve yapilan patojenisite testleri bu anaglarin irk 2’nin
bazi izolatlarina direngli oldufunu  gostermistir. Bu dayamiklhiligm @ F2
popiilasyonlarindaki diren¢ ayrimina dayali olarak V2 ile gosterilen tek dominant lokus
tarafindan kontrol edildigi belirtilmistir. Calismada 1rk2’nin bazi izolatlarinin ise direnci
kirdig: tespit edilmis ve bu sebeple galigmada 1rk2 iki wrka aynlmigtir. Bu wrklar Irk2
(Aibou’ da patojenik olmayan) ve irk3 (Aibou’ da patojenik) olarak belirtilmistir.
Calismada 70 ticari domates tarlasindan 45’inde 1rk3 olarak tespit edilirken geriye kalan
25 tarlada ise 1rk2’nin yayginhg tespit edilmistir.

Rafei vd. (2018) Iran’da yaptiklari ¢alismada 78 V. dahliae izolatimin genetik
yapilarint belirlemek igin mating tipi, tek niikleotid polimorfizmleri ve mikrosatellitler
genotiplendirilmistir. Elde edilen sonuglara gdre mating tipine ozgii primerler
kullanmilarak 78 izolatin tiimiinde MAT 1-2 mating tipi belirlenmistir. Klonal soylar
belirlemek i¢in yapilan tek niikleotid polimorfizmi analizleri ve 10 mikro uydu lokusu
genotiplerine dayanilarak yapilan analizlerin sonuglarina gore doért izolat disindaki tiim
izolatlar VCG2B olarak belirlenirken diger 4 izolat ise VCG4B olarak belirlenmistir.

Zong vd. (2019) yaptiklan ¢alismada Cin’de yogun pamuk tiretim yapilan 3
bolgeden 28 farkli pamuk yetistiriciligi yapilan alanlardan toplam 74 adet V. dahliae
izolat1 elde etmiglerdir. Calismada pamuk bitkilerinden elde edilen V. dahliae
izolatlariin wklar, patotipleri, vejetatif uyum guruplar (VCG) ve genetik ¢esitliligin
tespit edilmesi amaclanmistir. Calismada izolatlara PCR, amplifiye par¢a uzunlugu
polimorfizmi (AFLP) ve ara basit sekans tekrar1 (ISSR) analizleri yapilmistir. Ayrica
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calismada wklar1 belirlemek igin wk 1 igin VdA ve 1F/ VdAve 1R (de Jonge vd.
2012)pirimer ¢ifti, k2 i¢in VdR2F/VdR2R (Short vd. 2014) pirimer ¢ifti kullanilmagtir,
Patotipleri belirlemek igin yaprak dsken (D) patotipi icin VDF/VDR pirimetleri, yaprak
dskmeyen patotip (ND) igin VNDEF/VNDR pirimerleri kullamlmistir (Perez-Ares ve
ark.200). Vejetatif uyum gruplarim igin tespit etmek icin ise DB19/espdef01 (Mercado-
Blanco ve ark. 2003), INTND2F/INTND3R (Collado-Romero vd. 2009),
INTND2F/INTND2R (Mercado-Blanco vd.  2001), INTND2F/MCR2B (Collado-
Romero vd. 2009) primer giftleri kullamlmstir.  Yapilan calisma sonucunda 74
izolattan 60 izolat yaprak doken (D) patotipi olarak belirlenirken 74 izolattan 70 izolat
ise 1rk 2 olarak belirlenmis olup vejetatif uyum gruplar arasinda ise VCG1A izolatlari
baskin gelmistir.

Dung vd. (2019) yaptiklar1 galhigmada ugucu yag icin yetistiriciligi yapilan ticari
nane bitkilerinin tiretimini tehdit eden Verticillium solgunlugu hastaliina sebep olan V.
dahlige patojeninin popiilasyonlarm da bulunan fenotipik ve genotipik ¢esitlilik
belirlenmistir. Oregon’daki nane yetistiriciligi yapilan tarlalardan ve Amerika Birlesik
Devletlerinin diger iretim bolgelerinden toplanan izolatlarmm fenotipik ve genetik
cesitlilik kapsamimi sekanslama yoluyla ve mating tipi, vejatatif uyum grubu ve
patojenik 1k igin de PCR testleri yapilmustir. Caligmada izolatlarin ortak bir genetik
grup oldugu sonucuna varilmig ve izolatlann %83 VCG2B’ye ait oldugu tespit
edilmistir. Calismada izolatlarin mating tipi, MAT lokusundaki genotipe gore
tammlanmistir. Tiim izolatlar MAT 1-2 ve 1k 2 olarak karakterize edilmistir. Yapilan
calismamin sonucuna gore diisiik seviyelerde genetik gesitlilige ve konukguya
uyarlanmis popilasyonlar da diigtik bir cinsel rekombinasyon riski tasidigi sonucuna
varilmistir.

Baroudy vd. (2019) Liibnan’da patates tarlalarinda ve zeytin bahgelerinde
yaptiklar1 ¢aligmada patates ve zeytin agaclarindan toplam 203 adet V. dahliae izolat
clde etmislerdir. Elde edilen izolatlarn tiir, ik ve mating tipi 13 mikro marker
kullamlarak belirtilmistir. Patates izolatlarindan biri harig tiim izolatlar V. dahliae olarak
tespit edilmigtir. Patates izolatlarinin %12.1°1 17k 1, %83.2’si k2, zeytinde ise %55.1°1
k1, %43.6’s1 ik 2 olarak tespit edilmistir. Calismada elde edilen izolatlardan dort
izolat diginda diger izolatlarm hepsi ti¢ multi lokus haploid genotipi ile temsil edilen
MATI-2 oldugu sonucuna varilmigtir. Aragtirma sonucunda Liibnan’da V. dahliae’nm
k1 ve 1rk2 popiilasyonlarmin hakim oldugu ve yeni hastalik yonetimi &nlemlerinin
alinmas1 gerektigi belirtilmistir.

Tok vd. (2020) yaptiklar ¢aligmada Tiirkiye’de bamya yetistiriciligi yapilan 8
ilden farkli alanlardan hastalik belirtisi gosteren bamya bitkilerinin vaskiiler
dokularindan izalasyon yaparak 44 adet V. dahliae izolat1 elde etmislerdir. Elde edilen
izolatlar arasindaki heterekaryon genetik iligkiyi belirlemek icin V. dahliae’nin nitrat
kullanmayan (nit) mutantlar1 kullanilmigtir. Calismada elde edilen 44 V. dahliae
izolatlinin vejatatif uyum guruplar 6 tanesi VCG1A (%13.6), 9 tanesi VCG2A (%20.5)
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ve 29 tanesi VCG2B (%65.9) olarak tespit edilmistir. Caligmada VCG1A’nin yaprak
déken (D), VCG2B’nin kismi yaprak doken ve VCG2A’ nin ise yaprak dokmeyen (ND)
patotipi oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonug¢lar VCG’larin viriilens diizeyinde etkili
oldugu sonucuna varlmistir. Calismada yerel genotiplerin Corum, Hatay has ve
Sanlurfa hem yaprak doken (D) hem de kismi yaprak déken (PD) patotiplerine karsi en
diistik duyarlilig1 gostermistir. Belirlenen VCG’lar igerisinde en virlilenti yaprak doken
D patotipinin VCG1A’siin oldugu ve bamya iiretiminin devam edebilmesi i¢in yeni
direncli genotiplerin gelistirilmesi gerektigi belirtilmisgtir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu tez calismasi Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii
Mikoloji laboratuvarinda gerceklestirilmisgtir.

3.1. Hastahkh Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Calisma kapsaminda Antalya ili Elmali il¢esi ve kéylerinde agustos ve eyliil
aylar1 arasinda ortii alti domates yetistiriciligi yapilan alanlarda arazi g¢aligmasi
yapilmigtir. Bu kapsamda ortli alti yetistiriciligi yapilan domates bitkilerinde
Verticillium solgunlugu ile enfekteli oldugu diigiiniilen farkli anag ve domates
cesitlerinden &rnekler toplanmstir.

Hastalikli domates bitkilerinden ornekler domateste Verticillium solgunlugu
belirtileri gozlenerek toplanmigtir. Bu 6rnekler, hastalifin domates bitkisinde alt
yapraklarin u¢ kisimlarindan igeriye dogru V seklinde sararmas1 seklinde baglayarak
devam eden solgunluk belirtileri ile bu bitkilerin gévdeleri enine ve boyuna kesilerek
iletim demetlerinde kahverengi renk degisikligi gosteren bitkilerden alinmigtir.

Hastalikli domates bitkilerinden &rnek alinirken bitkilerin kdk bogaz tizerinden
15-20 ¢cm uzunlugunda goévde pargalan steril makas ile kesilerek naylon posetlere
konmustur. Ormek alnan her hastahkli bitkiye izolat kodu ve &rmek alinan domates
bitkisinin ana¢ ve kalem bilgileri ile tarihler not edilmistir.

Bu amagla her bir seradan bir &rnek alinarak 40 farkli seradan 40 ornek elde
edilmis ve toplanan Omekler naylon poset i¢inde V. dahliae izolasyonu yapmak igin
bitki koruma boliimii mikoloji laboratuvarina getirilmistir. Hastalikli bitki &rnekleri
izolasyon ¢aligmas1 yapilincaya kadar 4°C sicaklikta buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. Antalya ili Elmal1 ilgesinde domateste Verticillium dahliae ile enfekteli
oldugu diisiiniilen bitkilerden toplanan o&rneklerin izolat kodu, anag, kalem ve ornek
alim tarihleri

Izolat kodu Anag Kalem Tarih

vd1 Arazi Stil 15.08.2019
vd2 Beaufort Alberty 15.08.2019
Vds3 Superpro Torry 15.08.2019
Vd4 Beaufort Torry 15.08.2019
Vds Armstrong Bigmec 15.08.2019
Vdé Beaufort Alberty 15.08.2019
vd7 Enpower Torry 15.08.2019
Vds Beaufort Ancha 15.08.2019
Vd9 Beaufort Ancha 15.08.2019
vdio Armstrong Stil 15.08.2019
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Cizelge 3.1’in devami

vdil Beaufort Torry 15.08.2019
Vdi2 Superpro Torry 29.08.2019
vdi3 Superpro Torry 29.08.2019
Vdi4 Superpro Torry 29.08.2019
vdi1s Beaufort Ancha 29.08.2019
Vvdié Kingkong Torry 29.08.2019
vd17 Beaufort Torry 29.08.2019
vdig Armstrong Alberty 05.09.2019
Vdio Arazi Torry 05.09.2019
Vvd20 Beaufort Torry 05.09.2019
vd2l Beaufort Alberty 05.09.2019
vd22 Beaufort Ancha 05.09.2019
Vd23 Superpro Torry 05.09.2019
Vvd24 Kingkong Torry 05.09.2019
Vd25 Arazi Stil 06.09.2019
Vd26 Arazi Stil 06.09.2019
vdaz27 Terazi Turan 06.09.2019
Vd28 Beaufort Ancha 06.09.2019
vd29 Beaufort Ancha 06.09.2019
vd3o Terazi Turan 06.09.2019
Vd3l Arazi Stil 23.09.2019
Vd32 Beaufort Alberty 23.09.2019
Vd33 Beaufort Ancha 23.09.2019
Vvd34 Superpro Torry 23.09.2019
vd3s Terazi Turan 23.09.2019
Vd36 Armstrong Stil 23.09.2019
vd37 Enpower Torry 23.09.2019
Vd38 Enpower Torry 23.09.2019
Vd39 Kingkong Torry 23.09.2019
Vd40 Superpro Torry 23.09.2019
Kontrol olarak kullnailan izolatlar

TK23 1kl

TO022 1rk2
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Cizelge 3.2. Calismada kullamlan anaglarin iiretici firma, hastalik etmenleri ve
nematodlara dayaniklilik 6zellikleri

Ana¢ Uretici firma Dayamikhhik dzellikleri

Beaufort Antalya Tarim ToMV, Fol:0.1, For, P,
Va, Vd, Ma, Mi, Mj

Arazi Syngenta Ff: A-E, Fol:1.2, For, P1, Va-Vd:1, Ma, Mi, Mj,
ToMV:0.1

Superpro  Vilmorin Tohumculuk  ToMV, Fol:0.1, V:0, For, M, PI

Armstrong Syngenta Ff: A-E, Fol:1.2, For, P1, Va-Vd:1, Ma, Mi, Mj,
ToMV:0.2

Enpower  Nunhems Va, Vd, Fol:1.2.3, For, ToMV, Ma, Mi, Mj, Pl,
Pst

Kingkong Rjik Zwaan ToMV:0.2, Fol:1.2, For, P1, Va-Vd:0, Ma, Mi,
Mj

“*ToMV :Tomato mosaic virus, Fol: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, For:
Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici, Pl. Corky root rot, Va: Verticillium albo-
atrum, Vd: Verticillium dahliae, Ma: Meloidogyne arenaria, Mi:Meloidogyne
incognita, Mj: Meloidogyne javanica, Ff A-E: Fulvia fulva group, M: Nematodos,
Pst:Pseudomonas syringae pv. tomato

Sekil 3.1. Verticillium dahliae’nin agili domates bitkilerinde baglangicta meydana
getirdigi tipik V seklindeki yaprak sararma ve yaniklik belirtileri
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Sekil 3.2. Verticillium dahliae’nin agil1 domates bitkilerinde alt yapraklardan baslayarak
meydana getirdigi belirtilerinin ilerlemis hali

Sekil 3.3. Verticillium dahliae’nin asili domateslerde enfeksiyonu sonucu bitki iletim
demetlerinde goriilen kahverengi renk degisimi

3.2. Verticillium dahliae’nin izolasyonu

Hastalik belirtisi gosteren agili domates bitkilerinden Verticillium dahliae’nin saf
kiiltiirlerini elde etmek i¢in enfekteli dal ve govdelerden alinan 1-1.5 cm uzunlugundaki
parcalar hastalik belirtisi gdsteren ve gostermeyen dokularin simirindan steril bistiiri
yardimryla kesilerek alinan pargalarin yiizey sterilizasyonu yapmak i¢in énce 45 saniye
%70 etanol ve daha sonra 2 dakika %0.5 sodyum hipoklorit soliisyonu i¢ine konulup
¢ikarilarak yiizey sterilizasyonu yapilmugtir. Daha sonra sterilize edilen pargalar steril
bir su ig¢inde durulandiktan sonra steril bir kagit havlu iizerinde kurutulmustur.
Kurutulan pargalar tekrar steril bir bistiiri yardimiyla 3-4 mm’lik pargalar halinde
kesilmigtir.
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Kesilen pargalar daha once otoklav’da 120 °C sicaklikta sterilize edilmis ve bakteri
gelismesini engellemek igin ampicilin antibiyotigi ilave edilmis ve Petri kaplarina
dokiilmiis Patates Dekstroz Agar besi ortamina, her Petriye 3-4 parga gelecek sekilde
ekim gergeklestirilmistir. Daha sonra ekimi yapilan Petrilerde fungusun gelisimi i¢in
Petriler 20-24°C 7-10 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonda gelisen fungusun
misel kolonilerinin u¢ kisimlarindan kare geklinde steril bistiiri yardimiyla hif parcalarn
alinmis ve yeniden PDA ortamina ekim yapilmugtir. Ekilen hif pargalar Petrilerde PDA
ortaminda 7-10 glin tekrar biiyiitillerek yeni saf kiiltiirler elde edilmistir. Elde edilen
yeni saf kiiltiirlerden tek spor izolatlan elde edilmis ve gliserol icerisinde tiiplerde
muhafaza edilmistir.

Sekil 3. 5. Hastalikl1 agili domates ¢esitlerinin dal ve govdelerden alinan pargalardan
Verticillium dahliae’in PDA ortaminda saf kiiltiirlerin geligimi
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Sekil 3.6. Verticillium dahliae’min PDA ortaminda gelisimi
3.3. Verticillium dahliae DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in V. dahliae’'nin PDA ortaminda gelistirilen tek spor
izolatlarmin u¢ kisimlarindan kare seklinde steril biistiri ile kesilen parcalar iizeri
sellofon zar ile kapli PDA ortamina ekilmigtir. 10-15 gilin icerisinde sellofonlu PDA
tizerinde gelisen fungus misellleri bistiiri yardimiyla siyrilarak 1.5 ml’lik steril Epondorf
tiipleri igerisine konmustur. Bu tiipler DNA izolasyonu yapilincaya kadar -18°C’de
buzdolabinda saklanmigtir. Tiiplerdeki misel Orneklerinden DNA ekstraksiyonu igin
CTAB cetyl trimethyl ammonium bromide) metodu veya DNeasy Plant Mini Kiti
(Qiagen Inc., Valencia, CA). kulanilarak asagida belirtildigi sekilde yapilmistir. CTAB
metodu kullanarak DNA ekstraksiyonu i¢in Doyle ve Doyle (1987) tarafindan rapor
edilmis olan metot kullanilmigtir. Bu metoda gére 200 ml CTAB ve 300 mikrolitre B-
merkaptoetanol olacak sekilde soliisyonu hazirlanmig ve steril Epondorf tiiplerin
icerisinde bulunan ve yaklasik olarak 100 mg taze misel lizerine 150 makrolitre
hazirlanan soliisyon eklenerek pestle c¢ubuk yardimiyla iyice ezilmistir. Pestle
yardimiyla ezilmis olan taze misel dokularinin lizerine yine 300 mikrolitre daha
soliisyon eklenip biraz daha ezildikten sonra 2 saaat 65 °C’de inkiibasyona tabii
tutulmustur. Sicakhigin diigmesi i¢in 1.5-2 saat beklenmis ve daha sonra 450 mikro litre
24:1 oraninda kloroform:isoamilalkol eklenip tiipler yavas bir sekilde ters diiz
edilmistir. Bu islemin ardindan tiipler 20 dakika 14000 rpm santrifiij tabii tutulmustur.
Santrifiij den sonra olusan orta faza pipet ucu degdirilmeden {iist faz dikkatlice alinmis
ve alinan iist faz yeni bir Epondorf tiipline konmus ve 300 mikro litre 24:1 oraminda
kloroform:isoamilalkol eklenip epondorf tiipleri ters diiz edilmis ardindan 14000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildikten sonra olusan {ist faz tekrar yeni bir tiipe alinmistir. Yeni
tiiplere alinan iist faz kadar ayni oranda (1:1) isopropanol eklenmis ve bir gece -20
°C’de bekletilmis ve -20 °C’de bir gece bekletilip alinan 6rnekler 14000 rpm’de 20
dakika sogutmal1 santrifiije tabi tutulmustur.
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Yapilan santrifiij igleminden sonra pelete zarar vermeden siipernatant yavas bir
sekilde bosaltilmigtir. Daha sonra DNA pelletinin tizerine 500 makrolitre %70°lik soguk
etanol konmus ve 10 dakika sogutmali santrifiije tabi tutulmustur. Yapilan santrifiij
isleminden sonara {ist faz dikkatli bir sekilde dokiilerek 500 makrolitre soguk etanol
eklenmis ve tekrar 10 dakika sogutmali santrifiij islemine tabi tutulmustur. Sogutmali
santriflij yapildiktan sonra tiiplerdeki iist faz dokiilmiis ve DNA pelleti igeren Epondorf
tiipleri kurumaya birakilmigtir. Kurumaya birakilan tlipler iyice kuruduktan sonra
tiiplere 100 mikrolitre steril saf su eklenerek pellet suya gecinceye kadar oda
sicakliginda 2-4 saat beklenlmis, daha sonra izole edilen DNA’lar herhangi bir isleme
tabi tutulana kadar -20°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.7. Laboratuvarda DNA izolasyon ¢alismalar:
3.4. Polimerase Chain Reaction (PCR) ile DNA Cogaltilmasi

Cizelge 3.3.Calismada kullamilan markdr ve pirimerler

Marker Primerler 5'—3’ Kaynak

DB19 CGGTGACATAATACTGAGAG (Carder vd. 1994)
DB22 GACGATGCGGATTGAACGAA

VdAvelF | AAGGGGTCTTGCTAGGATGG (Jonge vd. 2012)
VdAvelR | TGAAACACTTGTCCTCTTGCT

VdR2F ACTTAACGAAAGCATGCGC (Short vd. 2014)
VdR2R CTTGACTTGCCGGCTCC

VDF CATGTTGCTCTGTTGACTGG (Perez-Artes vd. 2000)
VDR GACACGGTATCTTTGCTGAA

VNDF CAGGGGATACTGGTACGAGACG
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Cizelge 3.3’tin devami

VNDR | ATGAGTATTGCCGATAAGAACA (Perez-Artes vd, 2000)
Espdef0l | TGAGACTCGGCTGCCACAC (Mercado-Blanco vd.
DB19 CGGTGACATAATACTGAGAG 2003)

INTND3R | AAATAGCCGAGGCCACGCATAGCA | (Collado-Romero  vd.
INTND2F | CICTTCGTACATGGCCATAGATGTGC | 200
INTND2R | CAATGACAATGTCCTGGGTGTGCCA | (Mercado-Blanco vd.
INTNDZF | CTCTTCGTACATGGCCATAGATGTGC | 200D
MCR2B CTCCTTGGGGCCAGCGTGTA (Collado-Romero vd.
INTNDZF | CTCTTCGTACATGGCCATAGATGTGC | 200

Calismada elde edilen tiim V. dahliae izolatlar1 dokuz ¢ift pirimer kullamlarak
karakterize edilmistir. Elde edilen izolatlarin V. dahliae tiirii ait oldugunu belirlemek
icin daha onceki calismalarda belirtilen V. dahlicge’ ya has genomik bdlgenin
cogaltilmasinda kullanilan DB19ve DB22 pirimerleri kullanilmigtir (Carder vd 1994,
Qing vd 2006 ve 2008). PCR karigimu buffer (10X) 1,5 ul, MgCl(25 mM) 1.2 pl, dNTP
(25 mM) 0.12 pl, Ileri (forward) primer (10 pM) 1 pl, geri (reverse) primer (10 pM) 1
pl, Tag DNA polimeraz (5U/pl) 0.15 pl, genomik DNA (100 ng/ul) 1 pl, ddH>O 9.03 pl
ile toplamda 15 pl den olusturulmustur. PCR protokolii ise 95 °C, 3 d, 1 déngii olarak
baslangi¢ asamasinin ardindan 35 déngii de 94 °C 1 d, 54 °C 1d ve 72 °C 1dk kosullan
saglanarak 1 dongii 72 °C 6 d ile sonlandirlmstir.

Elde edilen V. dahliae izolatlarmin irklarinin belirlenmesi i¢in irk1’e 6zgii
VdAvelF/ VdAvelR (Jonge vd. 2012) primerleri rk 2 i¢in ise VAR2F/ VdR2R (Short
vd. 2014) pirimerleri kullamimigstir. PCR karisim buffer (10X) 1.5 pl, MgClL(25mM)
1.2 pl, dNTP (25 mM) 0.12 pl, Ileri (forward) primer (10 pM) 1 pl, geri (reverse)
primer (10 uM) 1 pl, Tag DNA polimeraz(5U/pl) 0.15 pl, genomik DNA (100 ng/pl) 1
pl, ddH,O 6.03 pl ile toplamda 15 pl den olusturulmustur. PCR protokolii ise daha
onceki DB19/DB22 primerleri kullanilarak yapilan protokol kurallarina uyulmug farklh
olarak baslangi¢ asamasin ardindan 35 déngiide 94 °C 1 dk sonra VdAvelF/
VdAvelR primer ciftleri igin 62°C 1dk, VAR2F/ VdR2R primer ¢ifti i¢in 64 °C 1d
sicakliklar1 uygulanmis daha sonra her iki 1k i¢in 72 °C 1d kosullan saglanarak 1 dongii
72 °C 6 d ile sonlandirlmigtur.

Calismada V. dahliae izolatlarnin patotiplerini belirlemek i¢in yaprak doken (D)
VDF/VDR ve yaprak dokmeyen (ND) i¢in VNDF/VNDR (Perez-Artes vd. 2000)
primerleri kullanilmistir.
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PCR igerigi ise buffer (10X) 2.5 pul, MgClL,(25mM) 2 pl, dNTP (25 mM) 0.2 pl,
ileri (forward) primer (10 uM) 1 pl, geri (reverse) primer (10 pM) 1 ul, Taqg DNA
polimeraz (5U/ul) 0.15 pl, genomik DNA (100 ng/pi) 1 pl, ddH0 7.15 pl ile toplamda
15 pl olarak hazirlanmigtir.

PCR protokolii ise 94 °C, 5 d, 1 dongii olarak baslangi¢ asamasinin ardindan 35
dongii de 94 °C 1 d, ve ardindan VDF/VDR piriimerleri igin 61 °C 1 d, VNDF/VNDR
pirimer ¢ifti igin 58 °C 1 d, sicakliklan uygulanmg daha sonra her iki patotip igin 72 °C
1 d kosullar1 saglanarak 1 dongii 72 °C 10 d ile sonlandirlmustir. Patotipler belirlemek
icin kullamlan VDF/VDR pirimer ¢ifti 548 bazlik PCR {rtinii verirken, VNDF/VNDR
ise 1410 bazlik PCR fiiriinii vermektedir.

Calismada V. dahliae izolatlarimn vejetatif uyum guruplarnim belirlemek igin ise
dort farkli pirimer cifti DB19/ Espdef0l (Mercado-Blanco vd. 2003), INTND2F/
INTND3R (Collado-Romero vd. 2009), INTND2F/ INTND2R (Mercado-Blanco vd.
2001), INTND2F/ MCR2B (Collado-Romero vd. 2009) kullamlmigtir. PCR igerikleri
ise buffer (10X) 2.5 pl, MgCL(25mM) 2 ul, dNTP (25 mM) 0.2 pl, Ileri (forward)
primer (10 pM) 1 pl, geri (reverse) primer (10 uM) 1 pl, Taqg DNA polimeraz(5U/ul)
0.15 pl, genomik DNA (100 ng/ul) 1 pl, ddH;O 7.15 pl ile toplamda 15 pl olarak
hazirlanmustir.

PCR protokolleri ise 94 °C, 5 d, 1 dongii olarak baslangi¢ agamasinin ardindan
35 déngii de 94 °C 1d, 60 °C 1d ve 72 °C 1 d kosullan saglanarak 1 déngii 72 °C 10 d
ile sonlandirlmistir.

DB19/ Espdef01 pirimer ¢iftleri VCG1A, VCG1B ve VCG2B izolatlarma 6zgii
amplifiye edilmis 334 bazhk PCR iiriinii vermekte, INTND2F/ INTND3R pirimer
¢iftleri VCG2A, VCG4B ve VCG2B izolatlarina 6zgii spesifik amplifiye edilmig 688
bazlik PCR iiriinii vermekte, INTND2F/ INTND2R pirimer ¢iftleri ise VCG2A,
VCG2B ve VCG4B izolatlarina 6zgii amplifiye edilmis 824 bazlik PCR {irlin{i vermekte
ve INTND2F/ MCR2B pirimerleri ise VCG2B izolatlarina 6zgii spesifik amplifiye
edilmis 964 bazhik PCR iriinii vermektedir.

PCR testi yapilan izolatlarin elde edilen PCR fiiriinlerini goriintiileyebilmek igin
jel elektroforezi uygulamasi yapilmigtir. Elde edilen PCR driinleri % 1,5., Agarose jel
tizerinde 80 voltta 1 saat yiiriitiilmistiir. Agarose jel %1 TAE buffer (100 mM Tris, 12.5
mM sodium acetate ve 1 mM EDTA, PH: 8.0) ile hazirlanmis ve Agarose jel
katilasmadan hemen once igine ethidium bromide boyast eklenmistir. PCR iirlinlerinin
biiyiikliiklerini tespit edebilmek igin 1 kb DNA Ladder kullamlarak her bir jel yiiriitmesi
yapilmistir. Elektroforezde yapilan jel yiiriitme isleminden sonra jeller ultraviole 151k
altinda jel goriintiileme cihazinda goriintiilenerek kayit altina alinmigtir.
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Sekil 3. 8. PCR analizlerinin yapildigt PCR cihazi ve Jel gériintiileme cihazina ait
goriintiiler

3.5. Vejetatif Uyum Guruplariin Karakterizasyonu

Antalya ili Elmah ilgesinde ortii alti domates {iretimi yapilan alanlardan elde
edilen V. dahliae izolatlarimin vejetatif uyum guruplar1 daha énceden Zong vd (2019)
tarafindan yayinlanan yayinda oldugu gibi belirlenmistir. VCG belirlemek amaciyla
kullanilan pirimerler ile PCR testi yapildiktan sonra Jel goriintiilemede cihazinda elde
edilen 334 bp ve 548 bp goriintii alman izolatlar VCG1A izolatlan, jel goriintiilemede
hem 688bp hem de 824 bp goriintii veren izolatlar VCG2A veya VCG4B izolatlan, jel
goriintiilemede 688 bp, 824 bp ve 964 bp goriintli veren izolatlar VCG2B, 824 bp
goriintii veren izolatlar ise VCG6 olarak belirlenmistir.
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4. BULGULARVE TARTISMA

4.1. Bulgular

Calisma kapsaminda 2019-2020 yillar: arasinda Antalya ili Elmali ilgesinde 6rtii
alt1 asili domates yetistiriciligi yapilan alanlarda goriilen V. dahliae’mn toplamda 40
farkli seradan farkli anag ve kalem gesitleri secilerek toplamda 40 adet izolat toplanmis
ve izolasyonda kullamlmistir. Yapilan izolasyon ¢alismalarinda 11 izolattan V. dahliae
izole edilememis ve calismaya geriye kalan 29 izolat ile devam edilmistir. Caligmada
Arazi- Stil F1, Arazi-Torry F1, Beauford- Alberty F1, Beauford-Ancha F1, Beauford-
Torry F1, Superpro- Torry F1, Enpower- Torry F1, Armstrong- Bigmec F1, Armstrong-
Stil F1, Armstrong- Alberty F1, Kingkong-Torry olmak iizere 6 farkli anag ve 6 fakhi
kalem kombinasyonunda V. dahliae hastalifi tespit edilmigtir. Calismada 29 farkh
seradan toplanarak elde edilen izolatlarin molekiiler tespitinin yapilabilmesi i¢in PDA
ortaminda gelistirilen V. dahliae tek spor izolatlar’min laboratuvarda CTAB metodu
kullanarak DNA ekstraksiyonu yapilmig ve izolatlar PCR testine tabi tutulmustur.

4.1.1. V. dahliae’ya has genomik bilgenin ¢ogaltilmasi

Calisma kapsaminda Antalya ili elmali ilgesinde 29 farkli seradan elde edilen 29
izolatin V. dahliae ’ya has genomik bolgenin ¢ogaltilmas i¢in DB19/DB22 pirimer ¢ifti
kullamlmstir. Sekil 4.1 de goriildiigii gibi 29 izolatin PCR ¢ogaltmalarinda 520 ila 550
baz arasinda iirlin vermistir. Bu sonuglar Elmali izolatlarin V. dahlige oldugunu teyit
etmistir. Bununla birlikte PCR bandlarina bakarak bu izolatlarin birbirinde ayirtedilmesi
miimkiin olmamustir.

550bp
, 520 bp

Sekil 4.1. DB19/DB22 primer ¢ifti kullanilarak V.dahliae’ye has genomik bolgenin
cogaltilmasi. V. dahliae elmah izolatlar1 (VD1-VD40). 1kb DNA ladder markdrii

¢ogaltmalarda kullanilmigtir
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4.1.2. V. dahliae’nin Irkl ve Irk2’ ye 6zgii genomik bélgenin ¢ogaltilams:

Calisma kapsaminda Antalya ili elmali ilgesinde ortii alt1 domates yetistiriciligi
yapilan 29 farkli seradan elde edilen 29 izolatin Irk’ larinin belirlenebilmesi i¢in irklara
0zgl pirimer ciftleri kullanmilmigtar.

Sekil 4.2. V. dahliae’nin Irk 1’ine 6zgii VdAvelF/ VdAvelR primer cifti ile
cogaltilmasi. V. dahliae elmali izolatlar1 (VD1-VD40). P: Pozitif kontrol. N: Negatif
kontrol. 1kb DNA ladder markorii gogaltmalarda kullamlmigtir

Calismada V. dahliae’nin Irk 1°inin belirlenebilmesi igin Irk 1’e 6zgii VdAvelF/
VdAvelR pirimer ¢ifti kullanilarak PCR testi yapilmigtir. Sekil 4.2° de gériildiigt gibi
bu ¢ogatlmalarda V. dahliae elmali izolatlarinda higbir band elde edilmistir, Bu sonuglar
elmali izolatlarinin V. dahliae 1rk1’ine ait olmadigim gdstermistir. Japonyodan getirilen
ve pozitif kontrol olarak kullanilan TK23 kodlu ikl izolat1 ise pozitif kontrol olarak
kullanttmig ve 900 bazlik PCR iiriinii vermistir.

256 bp

L

T T T L LA T

Sekil 4.3, V. dahliae’nin Irk2’ine 6zgli VAR2F/ VAR2R primer ¢ifti ile ¢ogaltiimasi.
V.dahliae elmal izolatlar1 (VD1-VD40). P: Pozitif kontrol. N: Negatif kontrol. 1kb
DNA ladder markéri ¢ogaltmalarda kullamlmigtir
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Calismada kapsaminda V. dahliae’nin Irk 2 izolatlarinin belirlenebilmesi i¢in Irk
2’ye 6zgli VAR2F/VdAR2R pirimer ¢ifti kullanilarak PCR testi yapilmustir. Japonyadan
getirilen TO022 kodlu izolat pozitif kontrol olarak kullamlmistir. Sekil 4.3 de
goriildiigti gibi Elmali ilcesinden toplanan 29 izolatten 23’ PCR ¢ogaltmalarinda
istikrarli bir sekilde 256 bazlik PCR iiriin vermistir. Bu sonuglar 23 izolatin
V.dahliae’ye ait oldugunu gostermistir.

4.1.3. V. dahliae’nin patotiplerine dzgii genomik bilgenin ¢ogaltilmasi

Yapilan ¢alisma kapsaminda Antalya ili elmali ilgesinde ortii alti domates
yetistiriciligi yapilan 29 seradan elde edilen 29 izolatin patotiplerinin tespit edilebilmesi
icin patotiplere dzgii pirimer ¢iftleri kullanmlmistir.

Sekil 4.4. Elmali ilgesi izolatlariin V. dahliae’nin yaprak déken (D) patotipe 6zgii
primer ¢ifti VDF/VDR kullanilarak PCR c¢ogaltmasi. 1kb DNA ladder markorii
¢ogaltmalarda kullanilmigtir

Calismada V. dahliae’nin yaprak doken (D) patotip izolatlarinin belirlenebilmesi
icin 29 izolatta yaprak doken patotipe 6zgii pirimer ¢ifti VDF/VDR kullanilarak PCR
testi yapilmis. Sekil 4.4 de goriildiigu gibi 19 izolatta 548 bazlik PCR iiriinii jel
goriintiileme cihazinda bagartli bir sekilde goriilmiistiir.

Sekil 4.5. Elmali ilgesi izolatlarinin V. dahliae’nin yaprak dokmeyen (ND) patotipe
ozgi primer ¢ifti VNDF/VNDR kullanilarak PCR ¢ogaltmasi. 1kb DNA ladder markorii

¢ogaltmalarda kullanlmistir
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Calismada V. dahliae’'mn yaprak dokmeyen (ND) patotip izolatlarimn
belirlenebilmesi i¢in elde edilen 29 izolat yaprak dokmeyen patotipe 6zgii genomik
bolgenin cogaltilmasinda kullanilan pirimer ¢ifti VNDF/VNDR kullanilarak PCR
testine tabi tutulmus. Sekil 4.5 de goriildiigi gibi 10 izolatta patotipe dzgti 1410 bazlik
PCR f{iriinii jel goriintiile cihazinda bagaril bir sekilde goriilmiistiir.

4.1.4. V. dahliae’nn vejetatif uyum guruplarimin belirlenmesine 6zgii bélgenin
cogaltilmasi

Calismada Antalya ili elmali ilcesinde ortii alti asih domates yetistiriciligi
yapilan alanlardan elde edilen V. dahliae’min 29 izolatimn vejetatif uyum guruplarinin
belirlenmesi icin DB19/Espdef01, INTND2F/INTND3R, INTND2F/INTNDZR,
INTND2F/MCR2B primer ¢iftleri kullamlarak PCR testine tabi tutulmustur.

334bp

Sekil 4.6. V. dahlige izolatlannin DB19/ Espdef01 primer ¢iftleri kullanilarak vejetatif
uyum guruplarimn belirlenmesi. 1kb DNA ladder markorii ¢ogaltmalarda kullamlmigtir

Elde edilen 29 V. dahliage izolatlatininvejetatif uyum guruplarinin
belirlenmesinde ilk olarak DB19/Espdef01 pirimer ¢iftleri kullamlmig ve sekil 4.6 da
goriildtgii gibi 19 izolatta 334 bazlik PCR iiriinii jel goriintiileme cihazinda tutarli bir
sekilde elde edilmigtir.

688bp

Sekil 4.7. V. dahlige izolatlannin INTND2F/INTND3R primer ciftleri kullanilarak
vejetatif uyum guruplarmin belirlenmesi. 1kb DNA ladder markorii ¢ogaltmalarda
kullanilmigtir
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Elde edilen 29 V. dahliae izolatininvejetatif uyum guruplarimin belirlenmesinde
INTND2F/INTND3R pirimer ¢iftleri kullanilmig ve sekil 4.7 de goriildugu gibi 4 V.
dahliae izolatin® da 688 bazlik PCR iiriinii jel gériintilleme cihazinda bagarih bir sekilde
elde edilmistir.

Sekil 4.8. V. dahliae izolatlannmn INTND2F/INTND2R primer ¢iftleri kullamlarak
vejetatif uyum guruplarmimn belirlenmesi. N: Negatif kontrol. 1kb DNA ladder markorii
cogaltmalarda kullanmilmigtir

Elde edilen 29 V. dahlige izolatinin vejetatif uyum gruplarmi belirlemek i¢in
INTND2F/INTND2R pirimerleri kullamlarak yapilan PCR testlerinde $ekil 4.8° de
goriilduigii gibi 2 izolatta 824 bazhik PCR iiriinii elde edilmisgtir.

Sekil 4.9. V. dahliae izolatlarmm INTND2F/MCR2B primer ¢iftleri kullanilarak
vejetatif uyum guruplarmin belirlenmesi. N: Negatif kontrol 1kb DNA ladder markorii
¢ogaltmalarda kullamlmigtir

Elde edilen 29V, dahliae izolatimn vejetatif uyum guruplanm belirlemek i¢in bu
kez INTND2F/MCR2B primerleri kullanilarak yapilan PCR testlerinde Sekil 4.9°da
goriildiigii gibi higbir tiriin elde edilememistir. Higbir izolat beklenen 964 bazlik PCR
{irinlinii vermemigtir.
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Cizelge 4.1. Primerler ile PCR’da test edilen V. dahliae izolatlarinn tablosu

izolat V. Irk1 | k2 | D ND DB19/ INTND2F/ | INTND2F/ | INTND2F/ VCG
dahliae Espdef 01 INTND2R INTND3R MCRB
VD1 + - + + | - + - - - VCG1A
VD2 + - + + | - + - - - VCGI1A
VD3 + - + - + - - - - -
VD 4 + - + + | - + - - - VCGIA
VD5 + - + + | - + - - - VCGIA
VD 6 + - + + - + - - - VCGIA
VD7 + - + + - + - - - VCGIA
VD8 + - + + | - + - - - VCGIA
VD9 + - + + | - + - - - VCGIA
VD11 + - + - + - - + - VCG2A,
VCG2B
veya
VCG4B
VD 12 + - + - + - - - - -
VD13 + - + - + - + + - VCG2A
veya
VCG4B
VD 14 + - + - + - - - - -
VD 15 + - + -+ - + - - VCG6
VD 16 + - + + | - + - - - VCGI1A
VD17 + - + + | - + - - - VCGIA
VD18 + - + + | - + - - - VCGI1A
VD 20 + - =+ + | - + - - - VCGIA
VD21 + - + + | - + - - - VCGIA
VD 22 + - + + | - + - - - VCG1A
VD23 + - + + | - + - - - VCGIA
VD24 + - + - |+ - - - - -
VD 27 + - + + - + - - - VCGIA
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Cizelge 4.1.”in devami

VD 28

+

VD 32

+

VCGIA

VD 33

VCG2A,
VCG2B
veya
VCG4B

VD 34

VCGIA

VD 37

VCG2A,
VCG2B
veya
VCG4B

VD 40

VCG1A
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4.2. Tartisma

Yapmus oldufumuz caligma ile Antalya ili Elmal ilgesinde ortii alti agih
domates yetistiriciligi yapilan alanlarda domates bitkilerinde son yillarda ciddi verim ve
ekonomik kayiplara sebep olan toprak kékenli Verticillium solgunlugu hastaligi etmeni
Verticillium dahlige fungusunun rklan, patotipleri ve vejetatif uyum guruplan elde
edilen izolatlarin PCR testine tabi tutulmasiyla belirlenmistir.

Carder vd. (1997) yaptiklan ¢alismayla V. dahlige tiiriine has DB19 ve DB22
pirimerlerini gelistirmiglerdir. Yaptigimiz ¢alismada da elde edilen 29 izolat DB19 ve
DB22 pirimerleri ile PCR testine tabi tutulmus ve tiim izolatlarda kullanilan pirimerlere
ozgli jel gorintiileme cihazinda PCR {iriinii elde edilmistir.

Hayes vd. (2007) yaptiklari ¢aligmada marul bitkilerinde goriilen V. dahliae
hastaliginin irklarina karst sera testleri yapmislardir. 16 gesit {izerinde yapilan galismada
7 cesit disindaki diger 9 ¢esit 1rk1’e duyarli iken 1rk 2 igin yapilan sera testlerinde tiim
cesitler rk 2’ye duyarh bulunmustur. Yaptigimiz ¢ahigmada da Elmali’da domates
yetistiriciliginde kullanilan anaglarin (Arazi, Beauford, Superpro, Enpower, Armstrong,
Kingkong) k1’ e direngli oldugu bilinmektedir. Elde ettigimiz izolatlarda k1 igin
kullanilan primerler ile yapilan PCR testlerinde izolatlanin higbirinden jel goriintii
cihazinda goriintii alinamamis ve 1k 2 igin kullanilan primerlerle yapilan PCR testinde
ise cizelge 4.1°de belirtildigi gibi 29 izolattan 23 tanesinde jel’de goriintii alinarak
Hayes ve arkadaslarimin marulda yaptiklari ¢alismaya benzerlik gostererek ik 2 baskimn
bulunmugtur.

Dane (2007) Ulkemizde Erzurum ilinde yatif1 ¢alismada patates yetistiriciligi
yapilan alanlarda goriilen V. dahliae hastahgmn vejetatif uyum guruplarini belirlemek
icin elde edilen 111 izolat iizerinde yaptig1 caligmada 77 izolat1 VCG4A ve 34 izolat ise
VCG2B oldugunu belirlemigtir. Yapilan bu ¢aligma Antalya ili Elmah ilgesinde
yatigimiz cahsmayla farklilk gostermektedir. Erzurum’ da yapilan galigmada VCG4A
yayginlik gésterirken Elmali® da yaptigimiz ¢alismada 29 izolattan 19 izolatin VCG1A
olarak belirlenmesiyle baskin gurubun VCG1A oldugu tespit edilmisgtir.

Korolev vd. (2009) Israil’de domates bitkilerinde yaptiklar ¢alismada V. dahliae
ile enfekteli domateslerden elde edilen 76 adet V. dahliae izolatimin irklarmi ve vejetatif
uyum guruplarini belirlemiglerdir. Caliymada 55 izolat VCG4B izolati dier gruplara
gore daha yaygin goriliirken wrklart belirlemek icin iki domates cesidi kullanilmus
VCG2A ve VCG2B izolatlar1 Ve geni tasimayan gesitleri ¢ok giicli bir sekilde
etkileyerek k1’ e karsilik gelirken VCG4B izolatlar ise her iki ¢esidi de etkileyerek
wk 2 olarak tamimlanmustir. Antalya ili Elmali daki yapilan ¢aligmada ¢izelge 4.1°de
belirtildigi gibi toplam 29 V. dahliae izolatindan 23 izolat ik 2 olarak PCR metodu ile
belirlenmis ve 1k 2 olarak tespit edilen izolatlarin 15 tanesi VCG1A, 1 tanesi VCG6
olarak tespit edilirken 2 izolatin ise VCG2A, VCG2B ve VCG4B olabilecedi
belirlenmistir. Korolev ve vd (2009) yaptigi ¢ahsmada VCG4B ve k2 yayginhk
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gosterirken Elmahida yapilan ¢aligmada ise VCG1A ve 1tk 2 yaygin olarak belirlenmis
olup iki ¢alisma arasindaki benzerlik ve farkliliklar ortaya konmustur.

Dervig vd. (2010) 2003-2008 yillar1 arasinda lilkemizde V. dahliae’mn 6nemi,
patojen cesitlilifi ve zeytin ¢esitlerinin duyarliliga iizerinde yaptiklan PCR’a dayal
molekiiler ¢alismada VCG1A’min Manisa, Aydin, Kahramanmaras, Izmir, Mugla,
Denizli, Gaziantep, Mardin ve Balikesir de hastalik insidanst VCG2A ve VCG4B den
daha yiiksek oldugunu tespit etmiglerdir. Hatay, Osmaniye, Bursa da ise VCG2A ve
VCG4B yaygin olarak bulunmus ve bu illerde bu iki gurubun hastalik insidansi daha
yiiksek bulunmustur. Yapilan ¢alisma sonucunda da ¢izelge 4.1°de belirtildigi gibi
VCGI1A daha yaygin olarak tespit edilmis ve VCG1A’ ’nin yaprak doken (D) patotip,
VCG2A ve VCG4B’nin ise yaprak dokmeyen (ND) patotipe sahip oldugu
belirlenmigtir. Yapilan ¢ahgma sonuglariyla bu tez c¢aligmasindaki sonuglar
karsilagtinldifinda her iki ¢alisma da VCG1A’nm yaygin olarak bulunmas: ve yaprak
doken patotip olarak belirlenmesi dolayisiyla her iki ¢alisma sonuglari birbiriyle
Ortismektedir.

Short vd. (2014) Yaptiklar1 ¢aligmada daha 6nceden tanimlanan V. dahliae’nin
irk1’ine 6zgii PCR da tanimlanan primeri’nin olmasina ragmen 1rk2’ye 6zgii PCR’da
tanimlanan primeri olmamasi dolayisiyla her biri ikl ve k2 olan V. dahliae
izolatlarmin genom dizileri kullamlarak 1rk2’ye 06zgli pirimer belirlemislerdir.
Primerlerin belirleme agsamasinda bilinen 1rkin referans izolatlan tizerinden primer ¢ifti
tasarlanmistir. Bu primer ¢ifti VAR2F/VAR2R olarak belirlenmis olup bu primer ¢ifti
tiim 1rk2 izolatlarinda tutarli bir gekilde 256 bp amplikon vermistir. Antalya ili Elmali
ilcesinde yapilan bu g¢alismada domates bitkilerinden elde edilen V. dahliae irk2
izolatlarinin  belirlenmesinde de short ve arkadaglarn tarafindan tasarlanan
VdR2F/VdR2R primerleri kullanilmig ve primerlere 6zgii 256 bazlik 23 izolatta PCR
tirtinii elde edilmistir.

Rafei vd. (2018) Iran’da yaptiklar calismada toplamda 78 adet V. dahliae izolati
elde etmisler ve elde edilen V. dahliae izolatlarinin genetik cesitliligini tespit etmek igin
yapilan ¢alismada klonal soylar i¢in yapilan tek niikleotid polimorfizmi analizleri ve 10
mikro uydu lokusu genotiplerine dayali analiz sonuglarina gore 74 izolat VCG2B geriye
kalan 4 izolat ise VCG4B olarak tespit edilmistir. Elmalida yapilan bu ¢alismada ise
VCG’larin belirlenmesinde VCG’lara 6zgli primerler kullanilarak PCR  analizleri
yapilmis ve ¢izelge 4.1°de gosterildigi gibi 29 izolattan 19 izolat VCGIA, 1 izolat
VCG6, 4 izolat VCG2A, VCG2B veya VCG4B olabilecegi tespit edilmis ve geriye
kalan 5 izolattan sonu¢ alinamamustir. Her iki ¢alismada da VCG’larin belirlenmesinde
farkli yontemler kullanilmis ve farkli sonuglar elde edilmistir.

Zong vd. (2019) Cin’de pamuk bitkisinde V. dahliae hastalifimin irklarini,
patotiplerini ve vejetatif uyum guruplarini tespit etmek i¢in 74 izolat tizerinde yaptiklari
molekiiler ¢alismada 60 izolat yaprak doken patotip, 70 izolat irk2 ve vejetatif uyum
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guruplarimi belirlemek igin yapilan testlerde ise VCG1A baskmn gelmistir. Yaptigimiz
calismada ise ¢izelge 4.1°de gortilduigii gibi 29 izolattan 19 tanesi yaprak déken patotip,
23 tanesi k2 ve vejetatif uyum guruplarin dan VCG1A baskin gelmis ve Cin’deki
yapilan ¢alismayla benzerlik gostermektedir.

Dung vd. (2019) Oregon’daki nane yetistiriciligi yapilan tarlalardan ve Amerika
Birlesik Devletlerinin diger nane {iretimi yapilan bélgelerinden V. dahliae ile enfekteli
nane bitkilerinden elde edilen izolatlarin wrklar1 belirlemek ic¢in daha &nceden
gelistirilmis k1 (VdAv1F/VdAvelR) ve rk2’ye (VAR2F/VAR2R) 6zgii primerler
kullamilarak belirlenmistir (Short ve vd 2014; Usami ve vd 2008). Yapilan ¢aligmaya
benzer olarak bu tez ¢alismasinda da domates bitkilerinden elde edilen izolatlar aym
primerler kullamilarak PCR testi yapilmis ve ikl ve k2 tespit edilmistir. Irklarin
belirlenmesinde yapilan her iki ¢alismada da benzer sonuglar elde edilmis 1rk2 yaygin
goriilen 1rk olarak belirlenmistir. Dung ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢aligmada elde
edilen izolatlarin ¢iftlesme tipleri ise daha &nceden gelistirilmis ve yayinlanmis olan
miiltipleks PCR analizi kullanilarak belirlenmistir (Usami ve vd 2009). Izolatlarin VCG
belirlenmesinde ise elde edilen izolatlarin nitrat kullanmayan mutantlar1 olusturulmus
(Weiland ve vd 2018; Joaguim ve Crowe 1990) tarafaindan belirtildigi gibi VCG tesleri
yapilmig ve izolatlarin %83’ VCG2B olarak tespit edilirken yapilan galigmadan fakli
olarak bu tez g¢alismasinda VCG belirlenmesinde DB19/Espdef01(Mercado-Blanco et
al. 2003), INTND2F/INTND3R (Collado-Romero et al.2009), INTND2EF/INTND2R
(Mercado-Blanco et al. 2001), INTND2F/MCR2B (Collado-Romero et al.2009) primer
ciftleri ile PCR testi yapilarak belirlenmis ve yaklasik izolatlarin ¢izelge 4.1°de
belirtildigi % 66°s1 VCG1A olarak tespit edilerek herk iki ¢aligmada da farkli sonuglar
elde edilmistir.

Tok vd. (2020) Ulkemizde 8 ilde yaptiklart ¢alismada V. dahliae ile enfekteli
bamya bitkilerinden 44 adet izolat elde etmisler ve elde edilen izolatlarin vejetatif uyum
guruplar1 ve patotiperini tespit etmeyi amaglamiglardir. Yapilan ¢alisma sonucunda
VCGI1A’ nin yaprak déken patotip oldugu VCG2B’nin kismi yaprak dsken, VCG2A’ nin
ise yaprak dékmeyen patotip oldugu sonucuna varilmigtir. Cizelge 4.1°de belirtildigi
gibt Antalya ili Elmali ilgesinde yaptigimiz bu ¢alismada da VCG1A gurubuna bamya
bitkileri lizerinde yapilan c¢alismaya uygun olarak VCG1A gurubuna giren izolatlar
yaprak doken patotipler oldugu VCG2A, VCG2B, VCG4B ve VCG6 uyum gruplarina
giren izolatlarin ise yaprak dokmeyen izolatlar oldugu belirlenmistir. Bamya bitkileri
lizerinde yapilan ¢alismada VCG2B uyum gurubu yaprak dékmeyen patotip yayginlik
gosterirken yaptigimiz ¢alismada VCG1 uyum gurubu ve yaprak déken patotipin yaygin
oldugu tespit edilerek farkli sonuclar elde edilmistir.
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6. SONUCLAR

Domates bitkisi diinyada oldugu gibi iilkemizde de ortii alt1 yetistiriciligi yapilan
bitkiler i¢inde iiretimi en ¢ok yapilan cesitler arasindadir. Insan beslenmesinde de
onemli bir yere sahip olan domates icerdigi Bl, B6,A, C vitaminlerinin yiiksek
olmasimin yam sira likopen igeriginin de yiiksek olmasi sebebiyle insan saghgm
tehlikeye atan hastalilara karsi koruyucu etki gostermektedir. Domates insan
beslenmesinde ve gida sanayisinde dondurulmus konserve, salga, ket¢ap, tursu gibi
cesitli kullanim alanlar vardir.

Ortit alti domates yetistiriciligi yapilan alanlarda bitki hastalik etmenleri
icerisinde bakteriler, viriisler ve funguslar 6nemli verim ve ekonomik kayiplara sebep
olmustur. Domates bitkilerini hastalandiran fungal hastaliklar igerisinde o&zellikle
kiilleme, mildiy®, erken yaprak yamkligi, yaprak kiifti gibi hastaliklarin yam sira toprak
kokenli solgunluk hastaliklar1 igerisinde Fusarium ve Verticillium solgunlugu
hastaliklar1 da yer almaktadur.

Tiim diinyada oldugu gibi iilkemiz Antalya ili 6rtii alt1 yayla seracihig yapilan
elmal ilgesi domates tiiretim alanlarinda da son yillarda toprak kékenli Verticillium
solgunlugu hastalign giderek Onemini arttirmakta ve ciddi ekonomik ve verim
kayiplarina sebep olmaktadir. Hastalik etmeninin toprak kaynakh olmasi kimyasal
miicadelenin hastalik etmenine karsi yeterli derecede etkili ve ekonomik olamamasi
diger kiiltiirel miicadele yontemlerinin ise hastalig1 kontrol altina almada yetersiz olmasi
sebebiyle hastalik etmenine karsi miicadelede genelde dayamikli anaglar tercih
edilmektedir.

Elmal1 ortli alti domates yetistiricilii yapilan alanlarda hem verim artigiu
saglayarak birim alandan daha fazla verim elde etmek hem de toprak koékenli
patojenlere karst asili domates gesitleri tercih edilmektedir. Son yillarda iireticilerden
gelen sikayetler arazi gozlemlerimizde asili domates ¢esitlerinde V. dahliae’nin
yaygihgimin giderek artmakta ve ciddi kayiplara sebep oldugu goriilmektedir. Yapilan
bu tez calismasinda da V. dahliae 1rk1’e kargt dayanikh olan anaglarda da hastaligin
goriilmesi lizerine V. dahliae genetik ¢esitliliginin belirlenmesi amaglanmustir.

Bu c¢alisma kapsaminda Antalya ili elmali ilgesinde ortii alti domates
yetistiriciligi yapilan her seradan bir izolat alinarak ¢izelge 3.1°de goriildiigii gibi
toplam da 40 izolat elde edilmistir. Yapilan izolasyon ¢alismalarinda 11 izolattan V.
dahliae elde edilememis ve galigmaya kalan 29 izolat ile devam edilmistir. Yiiriitiilen
cahiymada ¢izelge 3.2°de ozellikleri belirtilen Beaufort, arazi, Superpro, Armstrong,
Enpower, Kinkong anaclarindan elde edilen 29 izolatin timii V. dahliae olarak
belirlenmistir.
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Izolatlarin 1rklarmi belirlemek igin yapilan PCR testlerinde ¢izelge 4.1°de
gosterildigi gibi 29 izolattan 23 tanesi wrk 2 olarak belirlenmis olup bélgede 1rk2’nin
baskin oldugunu, vejetatif uyum guruplar: ve patotipler igin yapilan PCR testlerinde ise
VCGIA ve yaprak doken patotipin bélge de daha baskin oldugunu sdylemek
miimk{indiir.

Yapilan caligma sonucunda bélgede yaygin olarak kullamlan Beaufort, Arazi,
Superpro, Armstrong, Enpower, Kinkong anaglarinin V. dahliae 1k 2°ye kars1 dayamkl
olmadigi ve bolgede wk 2°nin daha baskin oldugu belirlenmis olup hastalik ile
miicadelede irk 2’ye karst gerekli miicadele stratejileri ve 1slah ¢alismalarinin
gelistirilmesi gerektigi sonucuna varilmstir.
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