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Ozet

Aydin ilinde, uzun yillardir pamuk ekiminin yapildig1 alanlarda, toprak
kokenli bir fungus olan Verticillium dahliae’nin neden oldugu bitki
solgunluklar1 ciddi seviyelerde verim kayiplarina neden olmaktadir.
Miicadelesinde dayanikli pamuk ¢esit kullaniminin 6n plana ¢iktigi bu
patojenin giiniimiizde dayanikliligi kiran yeni irklar olusturmasi bu hastaligin
kontroliinii daha da giiglestirmektedir. Evrimlesme sonucu sonradan ortaya
¢iktig1 diisiiniilen 1rk2 giintimiizde V. dahliae’nin en saldirgan ve yaygin 1rki
olarak bilinmektedir. Bu ¢alisma, Aydin ili pamuk alanlarinda V. dahliae’nin
wklarinin  yayginlik durumunun ve patojenik oOzelliklerinin belirlenmesi
amaciyla gergeklestirilmistir. Bu amacgla Aydin ilinde pamuk alanlarindan
toplanan 118 V. dahliae izolatinin 1k tanisi spesifik primer setleri
kullanilarak molekiiler diizeyde PCR ile belirlenmistir. Test sonucunda 118
izolattan 109’u wk2, 3’4 ise ik 1 olarak tanimlanmistir. PCR’da
¢ogaltilamayan 6 izolat ise tamimlanamayan grupta yer almustir.
Orneklemenin yapildig: 25 tarlanin hepsinde (%100) irk 2°ye rastlanirken, ik
1 sadece 2 tarlada (%8) goriilmiistir. Duyarli ‘SC2121° ve dayanikli
‘Climbo’ domates cesitlerinde yapilan viriilenslik testleri ile itk 1 ve 1k 2
izolatlarina ayirici reaksiyon elde edilmis ve PCR’da belirlenen 1rk tanisinin
gegerliligi dogrulanmistir. Pamukta yapilan viriilenslik testlerinde ise yiiksek
diizeyde hastalik siddeti ve yaprak dokimi 1wk 2 izolatlarinda
gozlemlenmistir. Irk 1 izolatlar1 viriilensligi en diisiik grupta yer almistir. Bu
¢alismanin sonuclarma goére, Aydin ilinde {iretimi yapilan pamuk ¢esitlerinin
irk 2’ye karsi dayaniklilik durumlarinin yeniden test edilmesi gerekmektedir.
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Determination of the Races of Verticillium dahliae Isolates Obtained From Cotton Fields

in Aydin Province

Abstract

In Aydin province, where cotton has been cultivated for many years, plant
wilting caused by Verticillium dahliae, a soil-borne fungus, is causing
significant yield losses. While the use of resistant cotton varieties has been
prominent in the control of this pathogen, the emergence of new races that
break resistance makes controlling this disease even more difficult today.
Race 2, assumed to have emerged later as a result of evolution, is currently
known as the most aggressive and widespread race of V. dahliae. This study
was conducted to determine the prevalence and pathogenic characteristics of
V. dahliae race 2 in cotton fields of Aydin province. For this purpose, race
identification of 118 V. dahliae isolates collected from cotton fields in Aydin
province was determined at the molecular level by PCR using specific primer
sets. As a result of the test, 109 of the 118 isolates were identified as race 2,
and 3 as race 1. The 6 isolates that did not yield amplicons in the PCR were
included in the unidentified group. Race 2 was found in all 25 fields sampled
(100%), while race 1 was found in only 2 fields (8%). Virulence tests
performed on susceptible ‘SC2121’ and resistant ‘Climbo’ tomato varieties
yielded differentiating reactions for race 1 and race 2 isolates, confirming the
validity of the PCR race identification. In cotton, virulence tests showed high
levels of disease severity and leaf defoliation caused by race 2 isolates. Race
1 isolates were in the group with the lowest virulence. The results of this
study highlight the need to re-test the resistance of cotton varieties produced
in Aydin province against race 2.
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Gegioglu Erincik

1. Giris

Verticillium dahliae toprak kokenli bir
patojen olup tarim ve tarim dis1 alanlarda farkli
familyalardan 400’den fazla otsu ve odunsu
bitki tlirlinde enfeksiyona neden olan parazit
bir fungustur (Kirkpatrick ve Rockroth, 2001;
Le ve ark., 2026). V. dahliae koklerden giris
yaparak oradan bitkinin iletim sistemine gecip
beslenmek tizere ksileme yerlesir (Fradin ve
Thomma, 2006). Baslangicta bir biyotrof gibi
davranan patojen konidileri sayesinde ksilem
boyunca bitkide belirti vermeksizin sistemik
olarak yayilabilir (Zhu ve ark., 2023). Bu
asamada cogunlukla enfekteli bitkilerin ayirt
edilmesi gligtiir. Kolonizasyonun ileriki
donemlerinde zarar goren iletim demetleri su
ve besin maddesi tagima fonksiyonlarini
kaybedebilir, buna ksilem  borularinin
tikanmas1 da  eslik ettiginde  bitkide
yapraklardan baslayan solgunluk belirtileri
ortaya c¢ikmaya Dbaslar (Kirkpatrick ve
Rockroth, 2001). Ozellikle suya daha g¢ok
ihtiyact oldugu generatif donemin koza
gelisimi agsamasinda solgunluklar daha siddetli
gorlilmeye baslar ve bitki dlebilir (Zhu ve ark.,
2023). Pamuk, kiiltiir bitkileri arasinda V.
dahliae’nin en O6nde gelen konukgularindan
biridir (Bejarano-Alcazar ve ark.,, 1997).
Diinya iizerinde genis alanlarda tarimi yapilan,
basta tekstil olmak {izere ¢ok Onemli sanayi
kollarina hammadde saglayan pamuk diinya
ckonomisi ag¢isindan son derece Onemli bir
iirlindiir (Ahmad ve Hasanuzzaman, 2020).
Diinya tiizerinde 80’den fazla iilkede ¢ok
sayida insana istihdam saglayan bu bitkide
cesitli sebeplerle ortaya ¢ikan verim kayiplar
da haliyle 6nemsenen bir sorun olmaktadir
(Zhu ve ark., 2023; Le ve ark., 2026). Pamukta
verim kaybina =zararlilar, yabanci otlar,
hastaliklar ve uygun olmayan ¢evre sartlarinin
neden oldugu stres basta olmak {izere bir¢cok
faktor sebep olabilir (Pullman ve DeVay,
1982; Kirkpatrick ve Rockroth, 2001; Zhu ve
ark., 2023). Pamukta da Verticillium
solgunlugu seyri diger bitkilerde oldugundan
farkli degildir. Pamuk bitkisinin koklerinden
salgilanan bilesikler V. dahliae’nin toprakta
bulunan kislama yapist olan mikrostlerotlarin
cimlenmesini tesvik eder (Kirkpatrick ve
Rockroth, 2001). Cimlenme sonucu olusan

hifler toprak alt1 kisimlarindan girerek bitkiyi
enfekte eder. Enfeksiyon daha c¢ok ksilem
boyunca olabilir. Patojenin en 6nemli zarari
ksilem borularinin zarar gérmesi veya
tikanmas1 sonucu yapraklardan baslayarak
zamanla bitkinin tamaminin solarak dlmesidir
(Zhu ve ark., 2023). Enfekteli bitkiler bazi
hallerde Olmese bile ortaya c¢ikan gelisme
geriligi, stres ve besin elementi noksanliklar
gibi durumlar bitkinin verim ve kalitesini
olumsuz olarak etkiler (Le ve ark., 2026).
1990-2014 yillari arasinda  ABD'de
Verticillium solgunlugu sebebi ile pamukta
verim kaybinin yaklagik 480 milyon balya
civarinda oldugu bildirilmistir (Lawrence ve
ark., 2016). Gegmiste, Cin’de V. dahliae
sebebiyle pamukta %80’lere varan verim
kayiplart rapor edilmistir (Wang ve ark.,
2016). 2021 yilinda yine Cin'de Verticillium
solgunlugu  nedeniyle yasanan  pamuk
kayiplari, farkli hastaliklardan kaynaklanan
toplam kayiplarin %32.49'unu olusturmustur
(Zhu ve ark., 2023). Avustralya'da, hastalik
nedeniyle tarla bazinda %10 ile %62 arasinda
pamuk verimindeki kayiplar rapor edilmistir
(Holman ve ark., 2016). Tiirkiye'de ise,
%15.93’lere ulagan verim kayiplarinin oldugu
bildirilmistir (Erdogan ve ark., 2006). Tiim
toprak kokenli patojenlerde oldugu gibi, V.
dahliae’ ye karst Onerilen miicadele
yontemlerinin smirli olmasi s6z konusu bu
verim  kayiplarinin  Oniine  geg¢ilmesini
zorlagtirmaktadir (Kirkpatrick ve Rockroth,
2001; Tan ve ark., 2023; Le ve ark., 2026).
Ekim ndbeti basta olmak iizere bazi kiiltiirel
miicadele yontemleri siklikla Onerilse de
kontrol i¢in yeterli olmamaktadir (Wheeler ve
ark., 2019; Lee ve ark., 2026). Hastaligin
yonetiminde en ¢ok One c¢ikan miicadele
yontemlerinden  biri  patojenin  spesifik
irklarma karst genetik agidan dayanikli bitki
cesitlerinin tiretimde kullanilmasidir (Palanga
ve ark., 2021). Domateste VI lokusunun
bulunmas: ile majoér dayaniklhilik genleri V.
dahliae agisindan da ele alinmaya baslanmigtir
(Kawchuk ve ark., 2001; Fradin ve ark., 2009).
Yapilan ¢alismalar ile, bu lokusta yer alan Vel
dayaniklilik geni ile V. dahliae’nin 1tk 1°de yer
alan Avel aviriilenslik geni arasindaki iligki
acikliga kavusturularak Vel genine sahip
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domates ¢esitlerinin 1rk 1’e karsi dayaniklilik
sagladig1 belirlenmistir (Kawchuk ve ark.,
2001; Song ve ark., 2017). Vel’e homolog
genlerin diger konukgularda da varligim
gosteren bulgularin elde edilmesiyle major gen
dayanikliligimin  sadece domatese  Ozgl
olmadig1 6ne stirtilmistiir (Song ve ark., 2017).
Kantitatif dayaniklilik saglayan minor genlere
sahip basta pamuk gibi konukg¢ulardan elde
edilen bazi V. dahliae izolatlarinda Avel
geninin varliginin bulunmast 1k diizeyinde
cesitliligin tiim konukgulardan elde edilen
poplilasyonlarda var olabilecegini gdstermistir
(Short ve ark., 2014). Bugiine kadar V.
dahliae’nin U¢ farkli irki (1, 2 ve 3) rapor
edilmistir (Mandal ve ark., 2024) Yukarida
s0zii edilen 1rk 1 haricinde Avel geninden
yoksun olan 1tk 2 ve wrk 3 izolatlar1 sahip
olduklari, sirasiyla VdR2e ve VdR3e, efektor
genleri sayesinde Vel geni reseptoriine
baglanamamasi sonucu konuk¢unun savunma
mekanizmasi tetiklenememekte ve hastaligin
engellenmesi miimkiin olmamaktadir. Son
yillarda domateste kesfedilen V2 lokusunun
iwk2’ye  karst dayaniklilk  sagladigi
bildirilmistir (Chavarro-Carrero ve ark., 2021).
Yeni wrklarin ortaya ¢ikmasi ile dayaniklilik
genlerinin  kirilmas1  bitki  hastaliklarinin
miicadelesinde siirdiirebilirligi engelleyen en
onemli sorunlardan biridir (Sakr, 2023). V.
dahliae’ye karsi etkili miicadele stratejilerinin
olusturulmasi ve devamliliginin saglanmasi
icin patojenin popiilasyonunda irk veya patotip
diizeyinde meydana gelen degisimlerin
bilinmesi ve takip edilmesi son derece
onemlidir.  Gegmiste, Aydin ilinde hem
pamuktan hem de zeytinden toplanan izolatlar
tizerinde V. dahliae’nin popiilasyon yapisini
anlayabilmek amaciyla VCG, patotip (yaprak
doken ve yaprak dokmeyen) ve esey tiplere
yonelik calismalar yapilmistir (Yildiz ve ark.,
2009; Dinler ve Benlioglu, 2013; Short ve ark.,
2015; Erincik, 2020). Ancak bugiine kadar V.
dahliae nin 1rklart iizerinde bir calisma
gergeklestirilmemistir. Bu calismanin amaci
Aydin ilinde pamuk alanlarindan toplanan V.

dahliae izolatlarinin  irklarinin  spesifik
primerler kullanilarak 6nce PCR ile
tanilanmast ve ayirict domates ¢esitleri

iizerinde yapilan viriilenslik testleri ile PCR

tabanli 1rk tanisiin teyit edilmesi ve pamukta
patojenik ozelliklerinin belirlenmesidir.

2. Materyal ve Yontem

Calismada 2017, 2018 ve 2019 yillarinda
Aydin ili pamuk alanlarindan toplanarak
olusturulmus V. dahliae koleksiyon setinden
118 izolat c¢alismada materyal olarak
kullanilmistir (Tablo 1). izolatlarin secimi elde
edildikleri lokasyonlara gore belirlenmistir.

2.1. Genomik DNA ekstraksiyonu

Genomik DNA ekstraksiyonu i¢in gerekli
olan izolatlara ait miseller, PDA ortami ilizerine
serilen steril selefon diskler {iizerinde
gelistirilmistir (Erincik, 2020). inkiibatorde 24
°C’de karanlik kosullarda 10-15 giin
inkiibasyonun ardindan selefon iizerinde
gelisen miselyal kolonilerden, yaklasik 3x3 cm
boyutlarinda misel kitlesi steril kiirdan ile
aliarak 1.5 ml sentrifijj tiiplere yerlestirilmis
ve ardindan genomik DNA ekstraksiyonunda
kullanilmak {izere -20 °C’deki derin
dondurucuya kaldirilmistir. Her bir izolat
DNA’s1, Milgroom ve ark., (2008)’na gore
mini  prep genomik DNA izolasyonu
prosediiriine gore elde edilmistir. izole edilen
DNA lar, steril saf su igerisinde ilerde PCR da

kullanilmak {izere 1.5 ml’ik santrifij
tiiplerinde -20 ° C’de saklanmustir.
2.2.Irklarmm PCR ile belirlenmesi

izolatlarin wrklarini belirlemede

amplifikasyon parga biiyiikliikleri yoniinden
birbirinden farkli olan wrk 1 ve wrk 2 icin
spesifik primerler kullanilmistir. Irk 1 igin 900
bp’lik amplikon veren VdAvelF
(AAGGGGTCTTGCTAGGATGG) ile
VdAvelR (TGAAACACTTGTCCTCTTGC
T) ve itk 2 i¢in 256 bp’lik amplikon veren
VdR2F (ACTTAACGAAAGCATGCGC) ile
VdR2R (CTTGACTTGCCGGCTCC) pimer
ciftleri kullanilmistir (De Jonge ve ark., 2012;
Short ve ark., 2014; Hu ve ark., 2015). PCR
reaksiyon karigimlari, 20 ng V. dahliae
DNA's1, 0.75 U Taq DNA polimeraz igeren 5
ul 5X Dye Mastermix (GMBiolab, Taichung
City, Tayvan), reaksiyon tamponu, 2 mM
MgCI2, 250 uM dNTP ve enzim stabilizatorii
ve her bir primerden 0.2 pM igerecek sekilde
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25 wl'lik nihai reaksiyonlar  halinde
hazirlanmistir.  Amplifikasyonlar, asagidaki
dongli parametreleri kullanilarak Bio-Rad
C1000 Touch™ (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA) termal cycler cihazinda
gerceklestirilmistir: 94  °C'de 3 dakika
denatiirasyon, ardindan 30 dongii halinde 94
°C'de 30 saniye denatiirasyon, 1rk1 i¢in 62 °C
ve 1k 2 i¢in 64 °C’lerde 30 saniye annealing
ve 72 °C'de 1 dakika extension ve son olarak
72 °C'de 3 dakika extension (Hu ve ark., 2015).
PCR fiirtinleri %1'lik (agirlik/hacim) agaroz jel
iizerinde 80 volt elektrik akiminda
elektroforezde ayristirilmis ve uv
transilluminatér ~ goriintiileme  cihazinda
(Infinity-1000/20 M, VilberLourmat, Basel,
Isvigre)  goriintiilenmistir. Amplikon
uzunluklarinin belirlenmesinde pargalart 100
bp-3000 bp arasinda degisen bir DNA ladder
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) kullanilmistir. Elektroforezde 900 bp’lik
amplikon olusturan izolatlar 1kl ve 256 bp
amplikon verenler 1k 2 olarak tanilanmistir.

2.3.Domateste viriilenslik testi

PCR ile ik diizeyinde tanisi yapilmis
izolatlar arasindan 6rnekleme bolgeleri dikkate
alarak secilen 18’1 k2, 3’0 wwkl ve 3’1
amplikon vermeyen olmak iizere toplam 24
adet V. dahliae izolat1, 1 adet yaprak doken ve
1 adet yaprak dokmeyen V. dahliae tester
izolatlar1 standart ‘SC2121° (Vel geni
barindirmayan) ve hibrit ‘Climbo’ (Vel geni
tagiyan) domates cesitleri iizerinde
viriilenslikleri ~ yoniinden test edilmistir.
Denemenin hipotezi; 1rk 1 izolatlarmin
‘SC2121” ¢esidini hastalandirirken ‘Climbo’
da hastalik yapmamasi ve 1rk 2 izolatlarinin ise
her iki cesitte hastalik olusturmasi lizerine
kurulmustur. Viriilenslik testinde kullanilan V.
dahliae inokulumu izolatlarin sivi PDB
ortaminda 24 °C’de calkalayic1 inkiibatorde 15
giin  gelistirilmesi ile elde edilmistir.
Inkiibasyon  sonunda  steril tiilbentten
gegirilerek sivi kiiltiirden konidiler ayrilmis ve
siispansiyon icindeki konidi sayist
hemositometrede sayilarak, konsantrasyon
1x10° konidi/ml olacak sekilde ayarlanmistir.
Gelisme donemi 4-5 yaprakli olana kadar
torf/perlit (1:1, v/v) karisimindan olusan

koklendirme materyalinde gelistirilmis olan
fideler, kok uglar1 steril makasla kesilerek

yaralandiktan =~ sonra  hazirlanan  spor
sispansiyonu i¢ine daldirilarak 5  dk.
bekletilmistir. Ardindan bitkiler igerisinde

torf/perlit/kum  (2:1:1, v/v) karigimindan
olusan toprak bulunan saksilar sasirtilmistir.
Her bir izolat i¢in dort saks1 ve her saksida 3
bitki olacak sekilde deneme tesadiif parselleri
desenine gore kurulmustur. Steril saf su
icerisine 5 dk bekletildikten sonra sasirtilan
bitkiler negatif kontrol grubunu olusturmustur.
Inkiibasyon icin bitkiler 12 saat giinliik
aydinlatma ve 24 °C ayarlanmis sicaklik
kosullarinda 21 giin tutulmustur (Geng
Kesimci, 2024). Inkiibasyon sonunda bitkiler,
iletim demetlerinde kararmanin varligina,
solgunluk ile Oliim durumlarina bakilarak
hastalik ~ belirtileri ~ var/yok  seklinde
degerlendirilmistir. Hasta bitkilerden ornekler
alinarak reizolasyon islemleri ile V. dahliae
enfeksiyonu teyit edilmistir.

2.4.Pamukta viriilenslik testleri

Domateste viriilenslik testinde kullanilan 24
V. dahliae izolati, 1 adet yapragi doken ve 1
adet yaprak dokmeyen tester izolatlar1 duyarh
pamuk ¢esidi “Akala SJ2” ye inokule edilerek

patojenik ozellikleri yoniinden
degerlendirilmistir. Deneme igin  gerekli
inokulum yukarida domates viriilenslik

testinde oldugu gibi hazirlanmistir. Viyollerde
yetistirilen pamuk fideleri gercek yaprak
¢iktiktan sonra 0.5 litrelik saksilara sasirtilarak
serada gelismeye birakilmistir. Bitkiler 5-6
yaprakli doneme geldiginde ilk bogum
iizerinde diyabet siringasi ile dokuya girilerek
direkt iletim demetlerine spor siispansiyonu 25
ul olacak sekilde enjekte edilmistir.
Inokulasyonun ardindan bitkiler iklim odasina
yerlestirilerek 12 saat aydinlik 24 °C’de 21
giinliik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda bitkiler boy, yaprakta sararma ve
solma, yaprak dokiilmesi, iletim demeti
kararmast ve Oliim belirtileri {izerinden
degerlendirilmistir. Bitkilerin goévdesi kok
bogazindan baglayarak 1. gercek yapragin
bogumuna kadar dikine kesilerek kararan
iletim demeti bolgesinin uzunlugu 0-3
skalasia (Erwin, 1976) gore dl¢iilmiistiir. Bu
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skalaya gore; iletim demetlerinde
kahverengilesme olmayan bitkilere 0’ iletim
demetlerinin %1-33’linde kahverengilesme ve
siyah noktalar olan bitkilere ‘I°, iletim
demetlerinin %34-67’iinde kahverengilesme
ve siyah noktalar olan bitkiler ‘2’ ve iletim
demetlerinin %68-100’tinde kahverengilesme
ve kararma olan bitkiler ise ‘3’ index degeri
verilmigtir. Hastalik siddeti Townsend ve
Heuberger (1943)’e gore hesaplanmistir. Hem
viriilenslik hem de patojenisite testlerinde elde
edilen hastalik 6l¢iim verileri tesadiif parselleri
desenine gore SPSS programi kullanilarak tek
yonlii varyans ile istatiksel olarak analiz
edilmistir. Izolatlar arasindaki hastalik siddeti
farkinin  6nem derecesi Tukey Coklu
Karsilagtirma testine gore yapilmustir.

3. Bulgular

Aydmn ilinde farkli ilgelerin koylerinin
pamuk alanlarindan elde edilen V. dahliae
izolatlar1 {lizerinde yiiriitilen PCR temelli 1rk
belirleme c¢alismalarinda Tablo 1’de de
belirtildigi {lizere test edilen 118 izolattan

112’si  degisen  biiyiiklikte  amplikon
olusturmustur. Kalan 6 izolat ise herhangi bir
amplikon meydana getirmemistir. Irk 2 tanisi
i¢in kullanilan spesifik VAR2F/VdR2R primer
cifti ile yapilan PCR testlerinde 109 izolat
yaklagik 256 bp biiyiikliiglinde amplikonlar
dretmigtir (Sekil 1A). Irk 1 igin ayirict
primerler olan VdAvelF/ VdAvelR primerleri
ile yapilan PCR testleri sonucunda ise sadece 3
izolat 900 bp biiyilikliginde amplikonlar
meydana getirmistir (Sekil 1B). Bu sonuglar;
Aydm ili V. dahliae drneklerinin %92.4’niin
itk 2 oldugunu gostermektedir. Irk2’nin
ornekleme yapilan tiim pamuk tarlalarinda
bulunmasi bu wrkin %100 seviyesinde bir
yayginlik oranmna sahip oldugunu ortaya
koymaktadir. Buna karsilik 1rk 1 izolatlart
orneklerin sadece %2.5’ini olusturmustur. Bu
ik, %8 yayginlik orani ile Nazilli ilgesinin
birbirine komsu olan Toygar ve Hamidiye’de
koylerinde sadece 2 tarlada bulunmustur.
PCR’da herhangi bir amplikon vermeyen 6
izolat ise birbirine yakin olmayan Soke ve
Nazilli il¢elerinden elde edilmistir.

Sekil 1. Aydin ili pamuk alanlarindan toplanmis Verticillium dahliae izolatlarinin PCR’da elde edilen
amplikonlarin %1°lik agaroz jelde elektroforetik goriiniimii. Irk 2 izolatlarinin VAR2F/VdR2R primer
ciftine 6zgii 256 bp bilyiikliigiindeki amplikonlari (A). Irk 1 izolatlarnin VdAvelF/ VdAvelR primer

ciftine 6zgii 900 bp biiyiikligiindeki amplikonlar1 (B). Soldan saga kuyucuklar; M:Marker (100-3000 bp),
1:VdC81, 2: VdCl11, 3:VdC21, 4: VdC48, 5:VdC84, 6:VdC1501, 7:VdC87, 8: VdC623, 9:VdC697, 10:
VdC1460, 11: VAC1504, 12:VdC15, 13:VdC40, 14:Su

Figure 1. Electrophoretic pattern of amplicons obtained by PCR from Verticillium dahliae isolates collected from cotton
fields in Aydin province on a 1% agarose gel. Race 2 isolates produced 256 bp amplicons specific to the VAR2F/VdR2R
primer pair (A). Race 1 isolates produced 900 bp amplicons specific to the VdAvelF/VdAvelR primer pair (B). Wells left to
right; M: Marker (100-3000 bp), 1:VdC81, 2: VdC11, 3:VdC21, 4: VdC48, 5:VdC84, 6:VdC1501, 7:VdC87, 8: VdC623,
9:vdC697, 10: VdC1460, 11: VAC1504, 12:VdC15, 13:VdC40, 14:Water.
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Tablo 1. Aydin ilinde pamuktan elde edilen Verticillium dahliae izolatlariin 1tk 1 ve irk 2 yonelik
spesifik primerlerin kullanildig1 PCR sonuglar

Table 1. PCR results of Verticillium dahliae isolates obtained from cotton in Aydin province using
specific primers for race 1 and race 2

_ Tarla  izolat Amplikon boyutu izolat dagilimi Amplikon
lige Koy Yil No sayisi ~256 bp ~900 bp vermeyen
(Irk 2) (Irk1)
Cakirbeyli 2017 1 1 VdCce602
Merkez 2017 3 3 Vvdce07, vdCel1o0,
vdce12
2017 4 1 VvdcCels
Kogarli 2017 5 3 VdC623, VdC626,
vdce27
Yenikoy 2017 6 2 VdC674, VdC676
2017 7 2 VdCe689, VdC692
2017 8 3 VdCe697, VdCe99,
VdCc700
Tekeli 2017 9 4 VdCe18, VdC620,
VdCe621, VdC622
Soke
Bagarasi 2017 10 1 VdC629
2017 11 4 VdCe632, VdCe33,
VdC637, VdC640
2017 12 2 VdC646, VdC652
Yenikdy 2017 13 3 VdCe669, VdC668,
Vdce71
Karaatl 2017 14 1 VdCes3
2017 15 1 VdCe658
Giilliibahge Yuvaca 2019 16 14 VdC1457, VdC1458,
(Soke) VdC1459, VdC1460,
VdC1461, VAC1462,
VdC1463, VAC1464,
VdC1465, VdC1469,
VdC1470, VdC1471,
VdC1472, VdC1473,
2019 17 8 VdC1476, vdC1477, VdC1475,
VdC1479, vdC1432,
VdC1484, VdC1485,
VdC1486
Atburgazi 2019 18 11 VdC1498, VdC1499, VdC1501,
VdC1500, VdC1502, VdC1506,
VdC1503, VdC1504, VdC1508
VdC1505, VdC1507,
Nazilli
Merkez 2018 19 8 VdCo9, VdC11, VdC12, VdCi15
VdC18, VdC19, VdC20,
VdC21
2018 20 1 Vdc30
Yazirh 2018 21 13 VdC31, VdC33, VdC34, Vvdc40
VdC35, VdC36, VdC37,
VdC38, vVdC39, vdC4l,
VdC42, vdC45, VdC46
Yazirl 2018 22 10 VdC47, vdC48, VdC50,
VdCs3, VdC54, VdCss,
VdCs6, VdC57, VdCs8,
Vdce0
Yazirh 2018 23 9 Vdcel, vdCe2, vdCee,
VdCe7, vdCe8, vdCe9,
VdC70, VdC71, VdC72
Toygar 2018 24 5 VdC76, VAC78, VdC82 VdCsl,
Vdcs4
Hamidiye 2018 25 7 VdCs8s, vdC9o, vdCIl, vdcs7
VdC93, vdC94, VdC96
Total 118 109 3 6
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3.1. Domateste viriilenslik testi

Domates gesitleri “SC2121” (standart gesit;
Vel geni barindirmayan) ve “Climbo” (hibrit
cesit, Vel geni tasiyan) lzerinde yapilan
viriilenslik testlerinden elde edilen bulgular
PCR testinden elde edilen 1rk tan1 sonuglarini
dogrulamistir. Inokulasyondan 21 giin sonra

A

yapilan hastalik dl¢limlerinde, ti¢ 1rk 1 izolati
“SC2121” domates bitkilerinde belirgin bir
solgunluk ve iletim demetlerinde kararmaya
sebep olurken, Vel genine sahip “Climbo”
bitkilerinde herhangi bir hastalik belirtisine
neden olmamustir (Sekil 2). Irk 2 izolatlarinin
tamam1 hem “SC2121” ve hem de “Climbo”
bitkilerini hastalandirmistir (Tablo 2).

Sekil 2. Viriilenslik testlerinde SC2121 duyarli domates bitkisi tizerinde Verticillium dahliae 1rk 1 izolatinin
(VdC81) neden oldugu belirtiler. Yapraklarda sararma ve gelisme geriligi (A), iletim demetinde kararma (B).

Figure 2. Symptoms caused by Verticillium dahliae race 1 isolate (VAC81) on SC2121 susceptible tomato plants
in virulence tests. Yellowing of leaves and growth retardation (A), discolorisation of vascular bundles (B).

3.2. Pamukta viriilenslik testleri

Pamukta virilenslik testlerinde,
yapraklarda sararma ve solgunluk, iletim
demetlerinde kararma ve yaprak dokiilmesi en
yaygin belirtiler olarak gozlemlenmistir (Sekil
3). Pamuk lizerinde yapilan viriilenslik testinde
PCR’da 1kl olarak tanimlanan izolatlar
(VdC84, VdC87 ve VACS81 hem yapraklarda
hem de iletim demetlerinde en diisiik
viriilensligi gostermistir. Ayni1 zamanda bu
izolatlar yaprak dokiimii agisindan da en diisiik
etkiye sahip olanlarin arasinda yer almistir.
Ancak daha saldirgan olarak bilinen 2 nolu
irkin igerisinde yer alan izolatlarindan bazilari

(VdC11, VdC1482 ve VdC21) ve yaprak
dokmeyen tester izolat1 olan VACAYndf, irkl
izolatlarina yakin seviyede hastalik siddeti ve
yaprak dokiimii etkisi gostermistir (Tablo 2).
PCR sonuglarina gore 1tk 2 olarak tanimlanan
izolatlarin ¢ogu ile PCR’da amplikon
vermeyen 3 izolatin pamuktaki hastalik
siddetleri yliksek bulunmustur. Ayni zamanda
yaprak doken tester izolat1 olan VdACAYdf hem
hastalik siddeti hem de yaprak dokiimii
goreceli olarak en yiiksek etkiyi gostermistir.
Calismada test edilen 1k 2 izolatlarinin ¢ogu
VACAYdf tester izolati gibi yaprak dokiimii
etkisi yiiksek bulunmustur (Sekil 4).
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Tablo 2. Aydin ili pamuk alanlarindan toplanmis Verticillium dahliae izolatlarinin pamukta ve iki
farkli domates ¢esidi iizerinde viriilenslikleri

Table 2. Virulence of Verticillium dahliae isolates collected from cotton fields in Aydin province on
cotton and two different tomato varieties

Pamuk" Domates”
Irks Iletim demeti Dokiilen yaprak Sc2121¥ Climbo*

izolat Hastalik siddeti (%)t kararma® say1st/bitki

Kontrol - 00g yok 0 - -
vdcg4 Irkl  375f zayif 0 + -
VdCs87 Irkl  55.0ef zayif 0.5 + -
VdcCsl1 Irkl  58.3 def zayif 0 + -
VdCl1 Irk2  60.0 cde zayif 0.5 + +
VdCAYndf Irk2  61.3 cde zay1if 0 + +
VvdC1482 Irk2  70.0 bede orta 1 + +
vdC21 Irk2  73.8 bede orta 0.75 + +
VdC4s. Irk2  79.2 abed orta 1.5 + +
VvdC1507 Irk2  80.8 abc orta 1 + +
VvdcCs7 Irk2  81.3 abc orta 0.5 + +
VdCl15 ? 83.3 ab orta 1.25 + +
VdCcoo Irk2 833 ab zay1if 1 + +
VdCes2 Irk2  86.3 ab giiclii 0.75 + +
VvdC76 Irk2  86.3 ab giiclii 2 + +
VdC1501 ? 87.5 ab zay1if 1 + +
VdCe23 Irk2 88.1ab zayif 0.75 + +
VdCe97 Irk2  88.1ab giiclii 3 + +
VdC12 Irk2  88.6ab giiclii 1 + +
VvdC1460 Irk2  90.0 ab giiclii 1.75 + +
VdC1504 Irk2  90.0 ab giiclii 1.5 + +
VvdCe60 Irk2 91.9ab orta 1.75 + +
VvdCce07 Irk2 938a giiclii 2.75 + +
VdC4s Irk2 938a giiclii 2.25 + +
VdC40 ? 93.8a giiclii 2.25 + +
VdCl1464 Irk2 95.0a giiclii 3 + +
VACAYdf NA 950a giiclii 3.25 + +

*Climbo: dayaniklilik genine sahip domates ¢esidi (iiretici firma beyani)

¥SC2121: standart duyarli domates gesidi

Viletim demetlerinde kararma, yapraklarda solgunluk ve sararma, 6lii bitkilerin varlig1 ve reizolasyon sonuglarma gore bitkiler hastalikli veya
hastaliksiz olarak kabul edilmistir. “-“ ve “+” isaretleri sirasiyla hastalikli bitki goriilmedi ve hastalikli bitki goriildii anlamina gelmektedir.
“govdenin boyuma kesitinde iletim demetlerinde kararma %25 ve alti, %25-50 arast ile %50 ve lizeri sirasiyla zayif, orta ve giiglii reaksiyon
olarak kabul edilmistir.

"Werticillium dahliae’ye duyarli pamuk Akala SJ2 ¢esidi kullanilmistir.

‘Pamukta hastalik siddeti alttan ilk dort gergek yaprakta olusan solgunluk ve belirgin sararma simptomlarinin varlig1 {izerinden
hesaplanmustir.

*irk tanimlamasinda PCR’da olusan amplikonlar gozoniinde bulundurulmustur.
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Sekil 3. Viriilenslik testlerinde 1rk1 ve k2 Verticillium dahliae izolatlar ile inokiile edilmis pamuk bitkilerinin
gOriiniimi. Sirayla soldan saga izolatlar: Negatif Kontrol, VdC82 (Irk2), VdC697 (1rk2), VAC81 (irk1), VdC30
(irk2) ve VdAC84 (irk1)

Figure 3. Cotton plants inoculated with Verticillium dahliae race 1 and race 2 isolates in virulence tests after 3
weeks. Isolates from left to right: Negative Control, VdC82 (Race 2), VdC697 (Race 2), VAC81 (Race 1),
VdC30 (Race 2), and VdC84 (Race 1)

"

A

B C

Sekil 4. Viriilenslik testlerinde pamuk bitkisi tizerinde Verticillium dahliae 1tk 2 izolatinin olusturdugu belirtiler.
Yaprakta sararma (A), yaprak dokiilmeleri (B), iletim demetinde kararma (C)

Figure 4. Symptoms caused by Verticillium dahliae race 2 isolate on cotton plant in virulence tests. Yellowing
of leaves (A), leaf fall (B), discolorisation of vascular bundles (C)

4. Tartisma

Bu calismada elde edilen PCR sonuglarina
gore, Aydin ili pamuk alanlarinda V.
dahliae’nin  iki wkinin da varhi@ ortaya
konmustur. Irk 1 oldukca sinirli bir bolgede az
sayida izolatla saptanirken 1wk 2’nin il
genelinde %92 bulunma oram1 ve %100
yayginlik oranina sahip olmasi oldukga dikkat
cekici bir bulgudur. Nitekim 1rk 2’nin 1rk 1°e
oranla birgcok konuk¢uda daha saldirgan

oldugu ve yaygmhigmin arttigt konusunda
bildirimler farkli iilkeler ic¢in yapilmaktadir
(Dobinson ve ark., 1996; Ligoxigakis ve ark.,
2012; Short ve ark., 2014; Martin-Sanz ve ark.,
2018; Suaste-Dzul ve ark., 2023; Akar ve ark.,
2024). Bunun sebeplerinden biri olarak 1tk 1°e
karst yaygin dayanikli ¢esit kullaniminin
zamanla 1k 2 iizerinde dogal seleksiyon
faktorii olarak gorev almig olabilecegi
gosterilmektedir (Short ve ark., 2014b; Zang
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ve ark., 2024). Calismamizda, 118 izolat
arasinda 6 izolatin ise higbir irk’a girmemesi
yorede farkli bir irkinda var olabilecegini isaret
etmektedir. Nitekim yurtdisinda yapilan
caligmalarda  bu  primerlere  amplikon
vermeyen V. dahliae izolatlarinin varhigi
bildirilmistir (Akar ve ark., 2024; Mandal ve
ark., 2024; Nayak ve ark., 2026), Hatta irk1 ve
itk 2 disinda 1rk3 olarak adlandirilan yeni bir
ik tanis1 yapilmistir (Usami ve ark., 2017,
Mandal ve ark., 2024). PCR sonuglarinda
farkli amplikon veren veya hi¢ amplikon
vermeyen izolatlar arasinda segilerek pamukta
ve domateste gerceklestirilmis viriilenslik
testleri tiim izolatlarin her iki konukc¢uda da
patojenik  Ozellikte  oldugunu  ortaya
koymustur. Verticillium solgunluk
hastaliginin  belirtileri her iki konukcuda
yapraklarda sararma, erken dokiilme ile kismi
solgunluk, iletim demetlerinde kararma,
gelismede durgunluk veya tiim bitkinin 6lmesi
gibi genis yelpazede belirtiler gostermistir.
Pamuk iizerinde yapilan viriilenslik testlerinde
izolatlarin virtilenslikleri arasinda farkliliklar
oldugu ve 1tk 1 izolatlar1 diisiik viriilenslikle
birlikte belirgin bir yaprak dokiimiine neden
olmadigi, irk 2 izolatlarmin ise g¢ogunlukla
yiiksek virililenslik gosterdigi ve belirgin
diizeyde yaprak dokiimiine neden oldugu
gorllmiistiir. Irklarin arasindaki bu viriilenslik
farki benzer sekilde farkli arastiricilar
tarafindan da bildirilmistir (Short ve ark.,
2014; Hu ve ark., 2015; Zhu ve ark., 2023; Lee
ve ark., 2026). Genis alanlarda tiretimi yapilan
Gossypium hirsutum tiri pamukta bugiine
kadar major bir dayamikhilik geni rapor
edilmemis olsa da ¢oklu mindr genlere dayali
bir dayaniklilik bilinmekte ve bu genler
yillardir V. dahliae’ye karst dayanikli cgesit
gelistirmeye yonelik 1slah g¢aligmalarinda
kullanilmaktadir (Zhu ve ark., 2023; Zang ve
ark., 2025; Lee ve ark., 2026). Calismamizda
elde edilen bulgulara goére; pamukta c¢oklu
gene dayali dayaniklilik Irk 1’e karsi daha
etkili olmaktadir. Diger irklara gére daha 6nce
evrimlestigi diistiniilen Irk 1’in  konukgu
tarafindan tanmirligt daha fazladir (Zhu ve
ark., 2023). Konuk¢u reseptdr proteinleri
tarafindan gergeklestirilen bu taninma eylemi
sonrasinda uyarilan konuk¢uda savunma

mekanizmasinin devreye girmesi ile irk 1’in
virlilensliginde diisiis kaginilmaz olmaktadir.
Bunun tersi itk 2 gibi ge¢ donemde ortaya
c¢iktig1 diistiniilen irklar konukgu reseptorlerine
yakalanmazlar. Bunun sonucu olarak bitkide
savunma mekanizmasi tetiklenmez ve patojen
bir engelle karsilasmadan enfeksiyon islemini
gerceklestirir.  Domates  bitkisi  {izerinde
yapilan viriilenslik testlerinde ikl
izolatlarindan ti¢li de Verticillium’a dayanikli
olarak bilinen ‘Climbo’ domates g¢esidinde
hastalik belirtisi olusturamanmustir. Irk1’in
sahip oldugu aviriilenslik geni Ave!’in iiriini
efektor protein ‘Climbo’ gibi Vel dayaniklilik
genine sahip domates c¢esitleri tarafindan
taniir ve aktive olan dayamklik geni
sayesinde  bitkide  hastalilk  savunma
mekanizmas1 devreye girerek patojenin
hastalik yapma kabiliyeti engellenir (De Jonge
ve ark., 2012). Flor’un gene kars1 gen teorisine
(Flor, 1971) gore anahtar kilit metaforu ile
aciklanan bu iliski aktarilabilir genetik kokenli
dayaniklilik durumudur. Calismamizda PCR
testi ile 1rk 2 izolatlarinda Avel aviriilenslik
genini tasimadigi ortaya koyulmus olmasi irk 2
izolatlarinin ‘Climbo’ ¢esidinde nasil hastalik
yapabildigini aciklamaktadir.

5. Sonug¢

Tiirkiye’nin 6nde gelen pamuk {iretici
illerinden bir olan Aydin’da V. dahliae sonucu
ortaya c¢ikan verim ve kalite kayiplar1 dnemli
bir sorun olmaya devam etmektedir. Kimyasal
miicadelenin etkisiz kaldig1 ve sulanabilir
tarim alanlarinin her gegcen giin daralmasi
sonucu ekim nobetinin  uygulanmasinda
yasanilan sikintilar dayanikli ¢esit kullanimini
daha ¢ok on plana ¢ikarirken yeni alternatif
miicadele  yOntemlerine  olan  ihtiyact
arttirmaktadir. V. dahliae konukgu dizisi ¢ok
genis bir patojen olmasi nedeniyle bircok
kiiltir ve yabani formda bitkiyi enfekte
edebilmesi sonucu kendisine ¢ok genis bir
cografyada yasam alan1 bulmus durumdadir.
Buna ragmen, domates ve marulda kesfedilen
major dayaniklik genleri ve pamuk gibi
konukgularda minér dayaniklilik genleri
sayesinde bu hastaligin miicadelesinde énemli
bir yol kat edilmistir. Ancak 6zellikle major
dayaniklilik genlerini kirarak 1tk 2 ve 1rk 3 gibi
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yeni olusan 1rklarla konuk¢u dayanikliliginin
asilmast  bu olumlu siireci olumsuza
cevirmigtir. Irk 2 artik bircok konukcuda
dominant 1rk olarak rapor edilmektedir. Bu
caligma ile Aydin ilinde de pamuk alanlarinda
ik 2°nin %100’e varan yayginliga sahip
oldugu ortaya konmustur. Ayrica PCR da her
iki irkin primer setine amplikon vermeyen 6
izolatin bulunmasi wk 1 ve 1wk 2’den
farklilasmis baska irk(lar)in  varhgm da
diistindiirmektedir. Bu  durum siiphesiz
pamukta hastaliklara dayanikli ¢esit kullanimi
stratejilerinin yeniden olusturulmasini énemli
kilmaktadir. Aydin ili pamuk alanlarinda
Nazilli Pamuk Arastirma Enstitiisiiniin de
katkilariyla V. dahliae’ye karst dayanikli
pamuk cesitlerinin gelistirilmesi ve kullanimi1
uzun yillardir siirdiiriilen bir eylemdir. Gelinen
noktada oOncelikli olarak yorede yetistiriciligi
yapilan tiim pamuk ¢esitlerinin 1rk 2’ye karsi
reaksiyonlar1 yoniinden test edilerek duyarlilik

seviyelerinin  belirlenmesi 6nemli ihtiyag
olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Finansman

Bu c¢alismanin yiiriitiilmesi  sirasinda

herhangi bir finansal destek alinmamustir.

Etik Kurul Onay1

Bu c¢aligma insan veya hayvan denekleri
icermediginden etik kurul onay1
gerekmemektedir.
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