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OZET

FARKLI TiPTEKI KAVUN GENOTIPLERININ Fusarium oxysporum f.
sp. melonis’e DAYANIKLILIK DURUMLARININ KLASIK VE MOLEKULER
YONTEMLERLE BELIRLENMESI

Mehmet Batuhan DEMIRELLI
Yiiksek Lisans, Bitki Koruma Anabilim Dal
Danmisman: Do¢. Dr. Miirsel CATAL
Eyliil 2020; 36 sayfa

Toprak kokenli patojen Fusarium oxysporum f. sp. melonis (FOM)’in sebep
oldugu Fusarium solgunlugu Diinyada kavun iiretimini sinirlayan en onemli fungal
hastaliklardan biridir. Bu hastalik iilkemizin kavun yetistirilen alanlarinin %85’in de
goriilmektedir. Glintimiize kadar hastalik etmeni fungusun kavun tarlalarinda 4 dort farkl
ki (0, 1, 2 ve 1-2 ) tamimlanmistir. Hastalikla miicadelede agirlikli olarak kimyasal
fungisit uygulamalar1 yapilmaktadir. Bununla beraber en etkili ve ¢evreci yontem
dayanikli ¢esitlerin veya genotiplerin belirlenip kullanilmasidir. Bu tez calismasi
Kirkagag, Galia, Ananas ve Piel de Sapo kavun meyve tiplerindeki 20 adet kavun
genotipinin F. oxysporum f. sp. melonis’in irk 1 ve irk 2’ye dayaniklilik durumlarinin,
molekiiler ve klasik testlemeler ile belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Fide kok daldirma
metodunun uygulandigi ve iki defa tekrarlanan klasik testlemelerde her genotipten toplam
12 bitki 3 tekerriirlii olacak sekilde kullanilmistir. Molekiiler calismalarda ise 1irk 1 igin
SSR154 ve Fom2-Ras0s markirlari, 1irk 2 igin NBS1-CAPS ve Fom1-R/Fom1-S markirlar
kullanilmistir. Klasik testlemeler sonucunda 4 farkli kavun tipi i¢indeki 20 kavun
genotipinden 11 genotip 1tk 1’e, 7 genotip 1rk 2’ye ve 4 genotip ise hem 1rk 1 hem de irk
2’ye dayanikli bulunmustur. SSR154 markir1 kullanilarak yapilan molekiiler
testlemelerde ise 10 genotipin fungusun ik 1’ine dayanikli oldugu belirlenmistir. Elde
edilen sonuclar gore SSR154 markirinin klasik testlemeler ile uyum iginde oldugunu
gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Fusarium solgunlugu, kavun, klasik testleme,
molekiiler markir
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ABSTRACT

DETERMINATION OF RESISTANCE OF DIFFERENT TYPES OF MELON
GENOTYPES TO Fusarium oxysporum f. sp. melonis BY CLASSIC AND
MOLECULAR METHODS

Mehmet Batuhan DEMIRELLI
MSc Thesis in Department of Plant Protection
Supervisor: Assoc. Prof. Miirsel CATAL
September 2020; 36 pages

Fusarium wilt caused by soil-borne pathogen Fusarium oxysporum f. sp.
melonis (FOM) is one of the most important fungal diseases limiting melon
production in the world. The disease occurs in 85% of the melon growing areas of
our country. Four different races of the fungus (0, 1, 2 and 1-2) have been recognized
in melon fileds so far. Chemical fungicides have been heavily used to control the
disease in the field. However, the most effective and environmentally friendly
approach is the identification and employment of melon varieties or genotypes
resistant to the disease. This thesis research was designed to determine the resistance
status of 20 different genotypes derived from Kirkagag, Galia, Ananas and Piel de
Sapo melon types to the race 1 and 2 of F. oxysporum f. sp. melonis in classical and
molecular assays. A total of 12 melon seedlings from each genotypes representing 3
replicates were included in each of the two consecutive classical trials conducted by
using the seedling root dipping method. In molecular assays, SSR154/ Fom2-Raos
markers and NBS1-CAPS, Fom1-R/Fom1-S markers were used to determine the
resistance of the genotypes to the race 1 and race 2 of the fungus respectively. Out
of 20 genotypes tested, 11 genotypes were found to be resistant to race 1, 7 genotypes
to race 2, and 4 genotypes to both race 1 and race 2 in classical assays. In molecular
assays with SSR154 marker, 10 genotypes were determined as resistant to the race
1 of the fungus. Overall results clearly indicated that molecular assays using SSR154
marker was in parallel with the classical inoculation assays.

KEYWORDS: Fusarium wilt, melon, classical test, molecular marker
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1. GIRIS

Kavun (Cucumis melo) Cucurbitaceae familyasina ait bir sebze olup, yetistiriciligi
oldukca eskilere dayanmaktadir. Anavatani ile ilgili tartismalar siirmekle beraber, yabani
kavunlarin dagilimina bakildiginda birincil gen merkezi olarak Afrika gosterilmektedir.
Tiirkiye ikincil gen merkezleri arasinda yer almaktadir (Pitrat 1999). MO 3000 yilindan
itibaren Anadolu’dan Japonya’ya kadar kiiltiire alindig1 bilinmektedir (Pitrat 1999).

Tiirkiye, Diinyanin ikinci biiyiik kavun iiretici tilkesi konumundadir. Diinyada, 10
milyon dekarlik alanda yaklasik 27 milyon ton kavun iiretimi yapilmaktadir. Cin 3,5
milyon dekar alanda 12 milyon ton iiretim ile ilk sirada yer alirken iilkemiz 786 bin
dekarlik alan icerisinde yaklasik 175 milyon ton kavun iiretimi ile ikinci sirada, iran 850
bin dekar alanda 173 milyon ton kavun tiretimi ile ligiincli sirada yer almaktadir (FAO
2018).

Cizelge 1.1. Ulkelere gore kavun iiretim alanlar1 ve miktarlar:

Ulkeler Uretim Alami (da) Uretim Miktari (ton)
Cin 3.589.610 12.788.218
Tiirkiye 786.940 1.753.942
Iran 850.000 1.731.443
Hindistan 540.000 1.231.000
Kazakistan 420.040 893.857
Amerika 305.900 872.080
Misir 258.420 701.071
Ispanya 190.250 664.353
Guatemala 291.760 623.405
Italya 244.000 607.970

Ulkemizin pek ¢ok ilinde kavun yetistiriciligi yapilmaktadir. Uretimin bolgelere
gdre dagiliminda en fazla yetistiricilik alanina sahip bdlge I¢ Anadolu Bélgesi (%41), bu
bolgeyi sirasiyla Ege Bolgesi (9%27), Gilineydogu Anadolu Bolgesi (%15), Akdeniz
Bolgesi (%7), Marmara Bolgesi (%5), Dogu Anadolu Bolgesi (%4) ve Karadeniz Bolgesi
(%1) izlemektedir (Sensoy 2005) (Sekil 1.1).
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%S
%4
%27

Sekil 1.1. Bolgelere gore kavun yetistiriciligi oranlari

Tiiketiciler kavun meyvesini tat ve aromasindan dolay tercih etmektedir (Lester
2006). Ozellikle bazi1 kavun gesitleri milkemmel aroma, farkl et rengi, ve yiiksek meyve
suyuna sahiptir (Goldman 2002). Kavun meyvesi diisiik kalorili, iyi bir potasyum ve
vitamin C kaynagi olmasinin yaninda, vitamin A ve beta karoten kaynagidir. Bir kap (236
g) kavun meyvesi giinliik vitamin A ve C alimi i¢in 6nerilmektedir (Lester 1997). Kavun
protein (%0,6-1,2 / 100 g), vitamin, mineral maddeler, A (500—4200 IU /100 g) ve K
vitaminleri (130-330 mg / 100 g) yoniinden zengindir (Lorenz ve Maynard 1988).

Farkli yetistirme sekillerine sahip olan kavun iiretiminde, 6zellikle ilkbahar
donemiyle birlikte agik tarla yetistiriciligi yapilmakta, Akdeniz bolgesi kiy1 seridinde ise
ortl altinda da yetistirilebilmektedir. Genel olarak ortii altinda Galia veya Kirkagag tip,
acik tarla yetistiriciliginde bolge pazarina gore degismekle beraber Galia, Kirkagag veya
Ananas tipte kavunlar yetistirilmektedir. Ozellikle son yillarda Avrupa’ya 6zgii olan Piel
de Sapo tipindeki kavunlarda Trakya bolgemizde yetistirilmeye baglanmustir.

Kavun yetistiriciliginde en 6nemli hastaliklardan biri toprak kokenli fungus
Fusarium oxysporum f. sp. melonis (FOM)’in yol agtigi Fusarium solgunlugudur.
Bitkilerde hasat zamanina yakin ani ¢dkme ve meyve verim ve kalitesinde 6nemli zarara
neden olan bu hastalik, ilk defa 1930 yilinda New York’ta tanimlanmistir (Chupp 1930).

Hastalik etmeni fungus bitkinin kok bogazini veya kdklerini enfekte edip bitkinin
su alimimi engelleyerek solgunluk meydana getirmekte, yapraklarda sararma ve iletim
demetlerinde kahverengilesme olusturmakta ve gelismenin ilerleyen donemlerinde
¢okme ile kurumalar meydana getirebilmektedir (Baran 2000).

Hastalik etmeni fungusun 0, 1, 2 ve 1-2 olmak iizere 4 ki vardir (Risser vd.
1976). Bunlardan 1rk 0, irk 1 ve irk 2 tek genle kontrol edilen dominant kalitima sahiptir.


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/07388550801891111?casa_token=3qQTHeJj_yYAAAAA:3IHw43V_pcElrDWvlMtpcRoqCR1kw7SJqKXvR9fkfY1LZ4q_NB4T_P2FAQEfFmY6cQ_bLVP_wrXeNw

GIRiS M.B.DEMIRELLI

Irk 1-2’nin ise poligenik ve resesif kalitima sahip oldugu bildirilmistir (Perchepied ve
Pitrat 2004). Ulkemizde hastalik ilk olarak 1939 yilinda Manisa’da goriilmiistiir (Bremer
1944). Ulkemiz kavun yetistiricilik alanlarmin %85’in de bu hastaligin gériildiigii ve
hastaligin oranlarinin %17 ile %95 arasinda degisiklik gosterdigi rapor edilmistir (Sensoy
2005). Diinyada ise son yillarda artan Fusarium solgunlugu kavun yetistiriciligi yapilan
alanlarda kalite ve verimi yogun etkilemektedir (Gao vd. 2015).

Toprak kokenli hastaliklarla etkili miicadele yontemlerinden  birisi
solarizasyondur. Bu yontem o&zellikle yaz mevsiminin sicak gectigi bdlgelerde
uygulanabilmektedir (Yiicel 1989).

Fungisitlerin  bilingsiz ve kontrolsiiz kullanimi sonucu, hastalik etmeni
funguslarda dayaniklilik olusturabilme riskleri ve kalintilar yoluyla insan sagligina ve
cevreye olumsuz etkileri onemlidir. Dolayisiyla kavun 1slah programlarinda FOM’a kars1
dayanikli cesit gelistirme hastalikla miicadelede en etkin ve g¢evreci bir yontemdir.
Yapilan bu calisma ile iilkemizde ekonomik olarak yetistiriciligi yapilmakta olan Galia,
Ananas, Kirkagag ve Piel de Sapo tiplerinde kavun genotiplerinin F. oxysporum f. sp.
melonis’in 1rklaria ( 1 ve 2) dayaniklilik durumlari, molekiiler ve klasik testlemeler de
es zamanli olarak belirlenmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Kavun bitkisinin meyveleri arasinda yiiksek oranda sekil farkliliklar:
(polimorfizm) goriilmektedir ve bu nedenle siniflandirilmas: tiirler arasi (interspesifik)
olacak sekilde diizenlenmistir. Bunun i¢in Naudin 1859 yilinda kavunu 10 alt gruba
ayrrmistir ama zamanla daha kullanighi hale gelmesi i¢in giiniimiizde taksonomide
botanikgilerin diizenledigi siniflandirma ile kavun 7 alt grupta toplanmaktadir. Bunlar; C.
melo agrestis, C. melo flexuosus, C. melo conomon, C. melo cantalupensis, C. melo
inodorus, C. melo chito ve dudaim ve C. melo momordica’dir (Stepansky vd. 1999;
Munger ve Robinson 1991).

Fusarium oxysporum f. sp. melonis kavun bitkisinde kurumalara ve ¢okmelere
sebep olan, toprak kokenli fungal bir hastaliktir ve diinyanin bir¢ok bolgesinde oldugu
gibi {ilkemizde de bu fungusun sebep oldugu solgunluk hastaligi yaygin olarak
gbzlemlenmektedir (Sagir 1988; Cohen vd. 1989; Windels 1993; Demir ve Tezcan 1995;
Kinay vd. 1995; Baran 2000). Hastalik bitkilerin kok sistemini etkileyerek epidermis,
korteks dokularindan gegerek ksilem borularima gelmekte ve sonra patojen ksilem
demeklerini; bitki i¢ine yerlesme ve farkli dokulara hareket etme araci olarak
kullanmaktadir (Bishop ve Cooper 1983). Hastalik ksilem borular1 i¢inde miselyum spor
olusturmakta ve mikrospor olarak ksilem borulariyla bitki boyunca ilerlemektedir.
Boylelikle patojen bitkiye yayilmaktadir. Patojen litik enzimler ve toksinler salgilayarak
hastalik semptomu olan nekrotik lezyonlar, klorosis ve solgunluk meydana getirmektedir
(Perl-Treves vd. 2010).

Hastalik etmeni kavunun kok ya da kok bogazini enfekte etmekte ve bitkinin su
almimini engellemektedir. Boylelikle bitkide solgunluk, yaprakta sararma, bir veya
birden ¢ok bitki kolunda solma, gévdenin kok bogazina yakin bolgelerinde uzunlamasina
nekrotik lekeler ve ksilem demeklerinde kahverengilesme goriilmektedir. ilerleyen
donemlerde bitkide ¢okme ve kurumalar gozlemlenmektedir. Hastalik genellikle hasada
yakin donemde kendisini gdsteren bu belirtiler nedeniyle meyvelerde kalite ve meyve
miktar1 onemli 6l¢iide diismektedir (Baran 2000). Hastalik toprak kdkenli olmasinin yani
sira tohum ile de tasmabilmektedir. Tohumlarda bulasma yiizeysel veya kabul alti
dokularinda olmaktadir, bu nedenle tohum embriyosu enfekte olmamaktadir.

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda Tiirkiye’deki kavun iiretim alanlarinin %85 inde
hastaligin goriildiigi ve oranmnin %17 ila 95 arasinda degiskenlik gdsterdigi rapor
edilmistir (Sensoy 2005).

Fusarium hastalik etmenleri temelde kok uzama bolgelerinden penetrasyon
gerceklestirmektedir ve bu bolgelerdeki yara dokular1 enfeksiyonu kolaylastirmaktadir
(Martyn ve Gordon 1996).

Fusarium oxysporum tiirii genis konukgu araligina sahip bir fungal patojendir,
genetik ¢esitliligi Vejetatif Uyumluluk Gruplart (Vegetative Compatibility Group; VCG)
ile siniflandirilmaktadir. Bir fungus tiiriiniin veya irkinin birbirine olan genetik yakinligi
bu sekilde arastirilabilmektedir. Bu yontem ilk olarak 1980’li yillarin ortalarinda Puhalla
tarafindan gelistirilmistir. Buna gore vejetatif uyumluluk izolatlarina 4-5 sayidan olusan
VCG kodu verilmis, ilk ii¢ say1 konukg¢uya 6zellesmis, son sayida alt tiir ait olacak sekilde
verilmistir (Kistler vd. 1998).
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Fusarium oxysporum mikrokonidi, makrokonidi ve klamidospor olmak iizere ii¢
tip spor iretmektedir. Klamidosporlar ise kalin duvarlara sahiptirler ve fungus toprakta
uzun yillar hayatta kalabilmektedir (Ozbay ve Newman 2004). F. oxysporum Patates
Dekstroz Agar (PDA) gibi kat1 ortam kiiltiirlerinde ¢ogaltilabilirler. Genel olarak, havai
miselleri once beyaz gorilniir, daha sonra F. oxysporum’un irkina ya da tiirline gore
mor’dan koyu pembeye degisen renge doniisebilirler. Eger sporlar ¢ok yogunsa kiiltiir,
krem ya da turuncu renginde goriiniir (Gonzalez-Torres vd. 1993).

Fusarium oxysporum makro ve mikrokonidilerin bigimine ve klamidosporlarin
teskil ve durumuna gore tarif edilmis anamorfik bir tiirdiir. Sporodochia yogun miktarda
ve soluk turuncu, makrokonidileri kisa veya orta uzunlukta, diiz veya hafif kivrik ve
cogunlukla ince duvarli, u¢ hiicre konik ve kivrik, bazal hiicre ayak bi¢iminde ve
cogunlukla ti¢ hiicrelidir. Mikrokonidileri oval, elips ya da bobrek bigiminde ve
cogunlukla tek hiicreden olusur. Konidiogen hiicreler kisa fialitlerden olusur ve
mikrokonidiler havai miselyumlarda yogun miktarda bulunur. Klamidosporlarda durum
genellikle bir¢ok izolatta 2—4 hafta iginde, yogun miktarda ve kisa zaman periyodunda
olusur. Klamidosporlar genel olarak tek ya da zincir biciminde goriilmektedir (Leslie ve
Summerell 2006).

F. oxysporum f.sp. melonis, toprakta klamidospor seklinde canliligini siirdiiriir
ayrica bitki artiklari ve rotasyon seklinde yetisen bir¢ok bitkinin kdklerine kolonize olma
yetenegine sahiptir. Bu hastalik yogun bulagik bir kavun arazisinde, duyarli olmayan
cesitler ile rotasyondan sonra da patojen olarak canliligini devam ettirebilmektedir

(Gordon vd. 1989).

Kavun’da 6nemli solgunluga neden olan Fusarium oxysporum f. sp. melonis
uygun konuke¢u bulana kadar uzun yillar toprakta kalabilir (Oumouloud vd. 2013).

Hastalikla miicadelede farkli yontemlerin kullanildig1 pek ¢ok ¢alisma yapilmistir.
Bu miicadele yontemleri arasinda hastaliktan ari fide kullanimi, kiiltiirel onlemler,
kimyasal miicadele ve solarizasyon, biyolojik kontrol ve dayanikli ¢esit bulunmaktadir.

Fusarium oxysporum f. sp. melonis gibi toprak kokenli hastaliklarla miicadele
etmenin en etkili yollarindan biri dayanikli g¢esit yetistirmek veya duyarli gesitlerde
dayanikliligin tesvik edilmesi yoniindeki uygulamalaridir. Zink ve Gubler (1985), Perlita
FR ¢esidinin Fusarium oxysporum f. sp. melonis’ in 0, 1, 2 ve 1-2 nolu wrklarina karsi
reaksiyonunun tespitini yapmislardir. Ayrica Perlita FR ¢esidinin F. oxysporum f. sp.
melonis’ in 0 ve 2 rkina kars1 dayaniklilik reaksiyon durumunu belirlemislerdir.

Fusarium oxysporum f. sp. melonis Snyder & Hansen Fusarium solgunluguna
neden olan toprak kokenli bir patojendir. Fusarium solgunlugunun 4 ki tanimlanmig
durumdadir (Risser vd. 1976). Bu dort irktan 1rk 0 ve ik 2’ye dayaniklilik kontroliinii
dominant Fom-1 geni (Zink ve Gubler 1985) saglamaktadir. Fom-1 geni ilk olarak
Fransa’da Charentais tipi kavun populasyonunda tespit edilmis ve Vedrantais (Doublon)
tipi kavunlarda da dayaniklilik oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Ayrica genetik arastirmalar
sonucunda 1tk 0 ve itk 1 dayaniklilik kontroliinii dominant Fom-2 geninin sagladig: ve
CM 17187 aksesiyonunda Fom-2 geninin bulundugu ortaya ¢ikarilmistir (Risser 1973).
Irk 1-2’ye dayaniklilik ise poligenik resesif yani birkac resesif gen tarafindan kontrol
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edilmektedir. Ogon 9 ve CM 17187 kavun aksesyonlarinda kismi dayaniklilik oldugu
tespit edilmistir (Perchepied vd. 2005).

Risser (1976) yilinda patojenin konukguya etkisini inceleyerek Fusarium
oxysporum f. s. melonis’in irklarini 1rk 0, 1rk 1, 1rk 2 ve 1irk 1-2 olarak smiflandirmistir.
Fom-1 geni 1rk 0 ve 1rk 2 ye dayanim saglarken Fom-2 geninin 1rk 0 ve 1rk 1’e dayanim
sagladigini belirtmistir.

Fusarium oxysporum f. s. melonis’in Irk 1-2’ birden fazla genle kontrol
edilmektedir. Irk 1-2y bitkilerin 6liimiinden dnce yaprak sararma belirtisi gosterirken, 1rk

1-2w bitkide sararma belirtisi gostermeden direk solma ve oliimle sonu¢lanmaktadir
(Bouhot 1981).

Yapilan bir calismada 172 RIL kavun hatlarini i¢ceren popiilasyonu kullanilmis ve
bir major QTL (qFom1-11)’in irk1 1’e dayanmikliligint %91,5 olarak agiklandigini tespit
etmislerdir. Ayrica bu popiilasyonda 3 minér QTL ve bir epistatik interaksiyon’un
hastalik siddeti ile iligkili oldugu tanimlanmistir (Branham vd. 2018).

Kavun bitkisinde hem Fusarium’a dayanikli hem de disi ¢igek yapisinda kavun
genotiplerini belirlemek i¢in; Fusarium’a dayanikli MR-1 hatt1 ile gynoecious ¢igek
yapisindaki WI998 materyalini melezleyerek 20 F1 ve 1863 F2 bitkisi elde edilmistir.
Calisma sonucunda 35 disi gigcek yapisinda ve Fusarium’a dayanikli materyal markir
yardimli seleksiyon ile belirlenmistir (Gao vd. 2015).

Ulkemizde Fusarium’un teshisi ile ilgili yapilan ¢alismalarda 54 bitki tiiriinde 30
farkl1 patojen saptanmustir. Calismalarin bolgelere gore dagilimini incelendiginde Trakya
bolgesinde ik 1-2; Ege ve Cukurova bolgelerinde ik 0, wk 1, irk 1-2; Akdeniz
bolgesinden Antalya ilinde ise 1k 0, 1tk 1, 1rk 2 ve 1rk 1-2” nin etkili oldugu saptanmustir
(Ozer ve Soran 1991).

Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden topladiklar: 100 genotip lizerinde yapilan baska
bir ¢alismada ise; FOM’un wrk 1 ve wk 2, mildiyo, kiilleme, Hiyar Mozaik Viriisii
(Cucumber Mosaic Virus) ve Sar1 Kabak Mozaik Viriis’tine (Zuchini Yellow Mosaic
Virus) karsi testleme yapilmistir. FOM’un Irk 1’ine dayanikli 8 genotip bulunurken, irk
2 ye kars1 genotiplerin %54’ii dayanikli olarak saptanmistir (Solmaz vd. 2014).

Anadolu cografyasinda bu fungusun biitiin wrklar1 gériilmektedir ve en yaygin
rastlanan 1rklar1 1 ve 2°dir (Unlii vd. 2014).

Dayanikli ¢esit gelistirmede kullanilan molekiiler markir yardimli seleksiyon
(MAS) istenilen karakterlerin se¢imini bitkinin erken asamasinda yapmamiza imkéan
saglayan bir yontemdir. Boylelikle minimum zaman ve para girdisiyle, maksimum bilgi
elde edilmekte ve iistiin genotiplerin se¢cimine imkan saglanmaktadir (Dayteg vd. 2007;
Frey vd. 2008). DNA seviyesinde yapilan se¢imler sayesinde uzun yillar siiren agamalara
gerek kalmamaktadir. Molekiiler markir kullanim oranlar tiim diinyada ve iilkemizde
giderek artmakta ve 1slah¢ilar i¢in biiyiik bir kolaylik saglamaktadir. Molekiiler markirlar,
bitki popiilasyonundaki ¢esitlilik ya da popiilasyon i¢indeki bitki genotipleri arasindaki
iligkilerin tespitinde %100°e yakin giivenirlilikle degerlendirilirler (Giilsen ve Mutlu,
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2005). Pek cok molekiiler isaretleyici kombine olarak kullanilabilmekte ve farkli genlerin
ayni 1slah hattinda toplanmasi saglanabilmektedir (Hospital 2003).

DNA temelli markir sayesinde kisa siirede ve istenilen kriterlerde yeni gesitler
gelistirebilmektedir. PCR’a dayali molekiiler markir tekniginde genellikle ko-dominant
SCAR (Sequence Characterized Amplified) ve CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic
Sequence) markir sistemleri tizerine yogunlasmistir (Collard ve Mackill, 2008).

SCAR markirlar1 PCR’a dayali bir molekiiler markir sistemidir. Genellikle
dominant markirlar olusturmasina ragmen, tek tek bantlarin kisa niikleotid kesici
restriksiyon enzimleriyle kesilmesiyle kodominant markirlara doniistiiriilebilir (Glilsen
ve Mutlu, 2005). Bu molekiiler markir metodu haritalama, molekiiler yardimli seleksiyon
(MAS), bulk segregant analizi (BSA) ve genetik ¢esitlilik ¢alismalarinda kullanilmaktadir
(Noguera vd. 2005).

CAPS yonteminde ise belli bir bolge PCR araciligiyla ¢cogaltildiktan sonra elde
edilen fragmentler enzimi ile kesilmektedir (Konieczny and Ausubel, 1993; Michaels
and Amasino, 1998). CAPS markirlariin kullaniminda PCR ve polimorfik boélgelerin
belirlenmesini saglayacak olan uygun kesim enziminin segilmesi yontemin en onemli
kismini olusturmaktadir (Tanaka vd. 2010). CAPS markirlarinin kisa siirede hizli sonug
elde edilmesinden dolay1 giiniimiizde ¢ok yaygin kullanilan markirlar arasinda yer
almaktadir.

Fusarium’un 0 ve 1 nolu irklarina dayanikliligr saglayan Fom-2 genini belirlemek
icin CAPS ve RFLP markirinin gelistirildigi ¢alismada; BC1S1 ve F2 populasyonunu
olusturan dayanikli ve hassas bireylerle Bell ve Mspl CAPS markirlarinin %100 uyum
gosterdigi, SCG17 RFLP markirinin ise kodominant ozellikte oldugu belirlenmistir
(Zheng vd. 1999).

CAPS markir ile yapilan diger bir arastirmada Fusarium’a hassas Piel de Sapo ve
dayanikli olan Charentais Fom 1’in melezlenmesi sonucunda F2 popiilasyonundaki
bitkileri 618 CAPS markdriiyle incelemislerdir. Fom-1 geninden ayri olarak biri
dominant ve digeri resesif olan iki genle kontrol edilen Fom-4 genini tanimlamislardir.
158 F2 bitkisinin CAPS ile analizi sonucunda resesif gen tasidigi ve Fom-1 geninin (0,9
cM) linkage icerisinde oldugu saptanmistir (Oumouloud vd. 2010).

Fusarium’un 2 nolu wrki i¢in dayanikli Vedrantais ile hassas PI 161375
melezlenerek rekombinant hat (RIL) olusturulmus ve 1rk 2’ye dayanim saglayan Fom-1
lokusu ile iligkili iki CAPS markir1 belirlenmistir (Brotman vd. 2005).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bitkisel Materyal

Calismada kullanilan bitkisel materyal listesi Tablo 1’de verilmistir. Buna gore
farkli tiplerde (Kirkagag, Galia, Ananas ve Piel de Sapo) toplam 20 kavun genotipi ve her
tip i¢in dayanikli ve hassas kontrol gesitleri olarak AT-190 F1, Westeros F1, ATM-1K
F1, Citirex F1, ATM-1G F1, Duble F1, ATM-1A F1, Kallavi F1, ATM-1P F1

kullanilmustir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kavun genotip isimleri ve meyve tipleri

Kavun Genotipi

ATM-1

ATM-2

ATM-3

ATM-4

ATM-5

Westeros F1 (Irk 1’e Dayanikli) Kontrol)
AT-190 F1 (Irk 2°ye Dayanikli) Kontrol)
ATM-1K F1 (Hassas Kontrol)
ATM-6

ATM-7

ATM-8

ATM-9

ATM-10

Crtirex F1 (Irk 1 ve Irk 2’ye dayanikli)
ATM-1G F1 (Hassas Kontrol)
ATM-11

ATM-12

ATM-13

ATM-14

ATM-15

Duble F1 (Dayanikli Kontrol)
ATM-1A F1 (Hassas Kontrol)
ATM-16

ATM-17

ATM-18

ATM-19

ATM-20

Kallavi F1 (Dayanikli) Kontrol)
ATM-1P F1 (Hassas Kontrol)

Kavun Tipi
Kirkagac
Kirkagac
Kirkagac
Kirkagac
Kirkagac
Kirkagac
Kirkagac
Kirkagac
Galia

Galia

Galia

Galia

Galia

Galia

Galia
Ananas
Ananas
Ananas
Ananas
Ananas
Ananas
Ananas

Piel de Sapo
Piel de Sapo
Piel de Sapo
Piel de Sapo
Piel de Sapo
Piel de Sapo
Piel de Sapo
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3.2. Fungus izolatlar:

Calismada kullanilan Fusarium oxysporum f. sp. melonis FOM1 ve FOM2
izolatlar1 Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisi Midirliigii Bitki Koruma
Boliimii’nden temin edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Klasik testlemelerde kullanilan Fom izolatlar1; @) Irk 1; b) Irk 2 izolatlart
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3.2.1. Fusarium oxysporum f. sp. melonis kiiltiiriiniin gelistirilmesi ve inokulumun

hazirlanmasi

Stok fungus kiiltirinden PDA (Patates Dekstroz Agar) ortamlarina ekim yapilip,
24 saat 151kl1 ortamda 23°C’ de inkiibe edilmistir. Buradan gelisen funguslari ¢ogaltmak
igin siv1 sentetik ortam su sekilde hazirlanmistir. Soliisyon A (Kalsiyum nitrat 100 g/l,
Potasyum nitrat 25 g/1)’ dan 20 ml’ e, Soliisyon B (Magnezyum siilfat 25 g/1)’ den 20 ml,
Soliisyon C (Monopotasyum fosfat 12.5 g/1)’ den 20 ml, Soliisyon E (sitrik asit 25 g/I,
malik asit 25 g/1)’ den 1 ml, Oligoelementler (Demir 40 g/l, mangan siilfat 3 g/, bakir
stilfat 3 g/1, ¢inko siilfat 3 g/l ve borax 6 g/l)’ den 1 ml, 50 g Sakkaroz, 5 g Malt ve distile
su ile ortam 1 It ye tamamlanmistir. PDA ortaminda gelisen funguslar sivi sentetik
ortama aktarilmistir ve 8 giin ¢alkalayicida 23° C’ de cgalkalanarak gelistirilmistir (Pitrat
1991).

Sekil 3.2. Sivi sentetik ortama aktarilmis Irk 1 ve Irk 2 izolatlar.

3.3. Klasik Testlemeler

Klasik testlemelerde kullanilan kavun tohumlari i¢inde steril torf bulunan viollere
ekilmistir. Bitkiler birinci yaprak donemine gelinceye kadar serada yetistirilmis, her
genotipten toplam 12 bitki ve her birinde 4 bitki igeren saksilarda 3 tekerriirlii olacak
sekilde 2 defa testlemeler yapilmigtir. Ayrica dayanikli kontrol, hassas kontrol ve inokule
edilmemis negatif kontrollerde denemede yer almistir.

10



MATERYAL VE METOT M.B.DEMIRELLI

3.3.1. Fidelerin inokulasyonu

Bitkilerin Fusarium’a karst dayaniklilik testlenmesinde fide kok daldirma metodu
kullanilmistir (Gordon vd. 1989; Zink ve Gubber 1985). Bu yonteme gore bitkilerin
kotiledon yapraklar1 yere tam paralel oldugu ve gercek yapraklari ¢iktigi asamada
fidelerin kokleri su ile yikanmis ve kok uglar tiraslandiktan sonra fideler 108 konidi/ml
konsantrasyonun da hazirlanan siispansiyona yaklasik 5 dakika siire ile bekletilmistir
(Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Fidelerin fungus ile inokulasyonu; a) fidelerin numaralandirilmasi; b) fidelerin
FOM soliisyonuna daldirilmasi; ¢) ve d) fidelerin saksilara dikilmesi

11
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3.4. Fidelerin inkiibasyonu ve hastalik degerlendirilmesi

Inokiile edilen fideler 23-25 °C’ de %60-65 nemde 28 giin inkiibasyona
birakilmustir. Inkubasyon sonunda fideler Armstrong (1978)’ e gore hassas veya dayanikli
olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Klasik testleme sonunda yapilan degerlendirmeler; a); b); c); d) testlemeden
28 giin sonra elde edilen sonuglar

3.5. Molekiiler testlemeler
3.5.1. DNA izolasyonu

Molekiiler testleme i¢in DNA izolasyonu CTAB protokoliine (Doyle ve Doyle
1990) gore yapilmistir. Buna gore taze yaprak dokusu Cizelge 3.2.’ye gore hazirlanmis
soliisyondan 1,5 ml alinarak porselen havanda ezilmis, 2 ayr1 ependorf tiipe 750’ser ml
konularak 6rnekler 65°C’de 2 saat bekletilmistir. Daha sonra extraksiyon tiipii igerisine
600 pl cloroform: isoamylalcol (24:1) ilave edilmis ve tiipler vortekslendikten sonra 15
dakika 13 000 rpm’de santrifiij edilmistir. Tiiplerde iki ayr1 faz olustugu goriilmiistiir.
Altta kalan kat1 kistmda (pellet) protein ve diger kalintilar ¢6kelmis, tistteki sivi kisimda
da DNA kalmistir. Otomatik mikro pipet yardimi ile DNA igeren bu sivi kisim yeni

12
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efendorf tiipe alinmis ve bu soliisyonun hacminin 2/3’li kadar buzdolabinda bekletilmis
olan soguk isopropanol ilave edilmistir. DNA nin ¢okelmesi i¢in tiipler 10 dakika 13000
min’de santrifiij edilmis ve yikama asamasina gecilmistir. DNA yikama buffer:
(%76’11ik etanol + 10 mM amonyum asetat) ile iki kez yikanmistir. Daha sonra etanol
tiiplerden uzaklastirilarak agzi agik bir sekilde kurutulmaya birakilmistir. Kuruyan tiiplere
100 pl 1XTE buffer1 eklenerek, 65°C’de 2-3 dk. bekletildikten sonra -20 °C’ye
saklanmustir.

Cizelge 3.2. CTAB Ekstraksiyon Bufferinin Icerigi

Soliisyon 100 ml i¢in  Stok Final konsantrasyonu
NaCl 28 ml oM 14 M

EDTA (pH=8) 4 ml 0.5M (pH=8) 20 mM

Tris HCI (pH=8) 10 ml 1M (pH=8) 100 mM

CTAB 29r % 2

2- Mercaptoethanol 2 mL % 2

3.5.2. PCR c¢ogaltmalar ve hastalik degerlendirilmesi

Calismada kullanilan markirlar Cizelge 3.3’de verilmektedir. Arastirmada Fom 1
geni i¢in; NBS1-CAPS (Brotman vd. 2005) ve Fom1-R / Fom 1-S primerleri literatiirde
belirtilen Polymerase zincir reaksiyon (PCR) protokollerine gore kullanilmistir
(Oumouloud vd. 2015).

Buna gore PCR reaksiyonu NBS1-CAPS markiri i¢in toplam 20 ul hacimde
gerceklestirilmistir. Buna gore; 4.0 ul DNA (20 ng DNA), 2.0 ul ANTP (0.1 mM dNTPs),
2.5 ul MgCl, (2.5 mM MgClz). 0.2 pl Taq (0.6 U Taq DNA polymerase), 1.5 pl her bir
primer (0.3 uM her bir primer), 2.5 ul PCR buffer ve 5.8 pl ddH,O kullamlmigtir
(Brotman vd. 2005). PCR protokolii; 1 dongii 94 °C’de 5 dk, ardindan 35 dongii olacak
sekilde, 94 °C’de 1 dk, 55 °C’de 50 sn, 72 °C’de 1 dk ve son olarak da 1 dongii 72 °C’de

5 dk seklindedir. PCR iiriinleri Ncol kesim enzimi kullanilarak kesim islemi yapilmistir.
Kesim islemi 25 pl hacimde gergeklestirilmistir.

Fom1-R / Fom1-S primerleri i¢in; ampligaon mix karisim kullanilarak, 10 pl karisimdan,
0,4 wl her bir primer, 7,2 ul H20 olacak sekilde PCR reaksiyonu hazirlanmistir. PCR
protokolii; 94 °C’de 2 dk, ardindan 35 dongii olacak sekilde, 94 °C’de 45 sn, 47 °C’de 1
dk, 72 °C’de 2 dk ve son olarak da 1 dongii 72 °C’de 5 dk seklindedir. PCR firtinleri
BspCNI kesim enzimi ile kesilmis olup, kesim iglemi 20 pl hacimde gerceklestirilmistir.

13
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Fom 2 geni igin ise; SSR154 (Joobeur vd. 2004) ve Fom2-Ra0s (Oumouloud vd.
2012) primerleri kullanilmistir. SSR154 markiri i¢in; PCR reaksiyonlar1 15 ul hacimde
gerceklestirilmistir (Joobeur vd., 2004). Buna goére; 2.0 ul DNA (20 ng DNA), 2.0 ul
dNTP (0.1 mM dNTPs), 2.0 ul MgCl2 (2.5 mM MgCl,), 0.2 ul Taq (0.6 U Taq DNA
polymerase), 1.0 ul her bir primer (0.3 uM her bir primer), 2.0 ul PCR buffer ve 4.6 ul
ddH20 kullanilarak gergeklestirilmistir. PCR protokolii; 1 dongii 94°C’de 3 dk, ardindan
30 dongii olacak sekilde, 94°C’de 30 sn, 50°C’de 30 sn, 72°C’de 1 dk ve son olarak da 1
dongii 72°C’de 10 dk seklindedir.

Fom2-Raeg primerleri igin ise; Fom2-R4og i¢in ampliqoon karisimindan 10 ul mix,
0.4 ul her bir primer, 7.2 ul H20 olacak sekilde PCR reaksiyon karisimi hazirlanmustir.
PCR protokolii; 94 °C’de 2 dk, ardindan 35 dongii olacak sekilde, 94 °C’de 45 sn, 50
°C’de 1 dk, 72 °C’de 2 dk ve son olarak da 1 dongii 72 °C’de 5 dk seklindedir

NBS-CAPS primeri Fom 1 geni i¢in kullanilmis ve 250 bp de bant1 dayanikli, 205
bp de ki bant1 ise hassas olarak degerlendirilmistir.

Fom1-R/Fom1-S primeri Fom 1 geni i¢in kullanilmis ve 182,368 de ki banti
dayanikli, 568 bp deki bat1 hassas, 182,386 ve 568 bp deki banti ise heterozigot dayanikli
olarak degerlendirilmistir.

SSR154 primeri Fom 2 geni i¢in kullanilmis ve 299 bp deki bant1 dayanikli, 305
bp deki banti hassas olarak degerlendirilmistir.

Fom2-R408 primeri Fom 2 geni i¢in kullanilmig ve 408 bp de bant veren 6rnekler
dayanikli vermeyenler ise hassas kabul edilmistir.

Boylelikle bu genlerin ifade ettigi 0, 1 ve 2 nolu rklara dayaniklilik durumlari
molekiiler markirlar ile belirlenmistir.

14
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Cizelge 3.3. Calismada kullanilan markirlar

Gen Markir ~ Markar Tipi Markir Ismi Kesim Enzimi Primer Dizilimi Referans
) F=TATTGCTAAAGCTGTTTTCAAAAGCG
Fom-1 CAPS  Ko-dominant NBS1-CAPS Ncol Brotman vd. 2005
R=AACAAAAACTTTTCGATTTCCTAAGTT
BspCNI F=ATGAGTTTTGATAGTTTCATAAG
Fom-1 CAPS Ko-dominant Foml-R /Foml-S Oumouloud vd. 2015
BSpCNI R-GAACACTCCCTTAGATACTT
F=CCCTTCTGTCATTTGGCTTG
Fom-2 SCAR Ko-dominant SSR154 - Joobeur vd. 2004
R=CGTCAATTATTAAACATTCTGATGC
F=GAGAAATTTGCAATGGGTGG
Fom-2 SCAR Dominant Fom2-Ra4os - Oumouloud vd. 2012

R=TTACACTATTATTGCTCAACTTGC
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Klasik Testleme Bulgulari ve Tartisma

Calismada kullanilan 4 farkli tipten (Kirkagag, Galia, Ananas ve Piel de Sapo)
toplam 20 kavun genotipi ve her tip igin hassas ve dayanikli kontrol olmak tizere toplam
29 kavun materyali klasik olarak testlenmistir. F.oxysporum f.sp. melonis’in Irk 1 ve 1rk
2’sine kars1 yapilan testleme sonucu Cizelge 4.1.°de verilmektedir.

Cizelge 4.1. Irk 1 ve 1rk 2 i¢in yapilan klasik testleme sonuglari.

Kavun Tipi Kavun Genotipi Irk 1 Irk 2
Kirkagac ATM-1 H H
Kirkagac ATM-2 H H
Kirkagac ATM-3 H H
Kirkagac ATM-4 D D
Kirkagac ATM-5 D D
Kirkagag! Westeros F1 D H
Kirkagac? AT-190 F1 H D
Kirkagag? ATM-1K F1 H H

Galia ATM-6 H H
Galia ATM-7 D D
Galia ATM-8 D H
Galia ATM-9 D H
Galia ATM-10 D H
Galiat Citirex F1 D D
Galia® ATM-1G F1 H H
Ananas ATM-11 H H
Ananas ATM-12 D H
Ananas ATM-13 H H
Ananas ATM-14 D D
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Cizelge 4.1’in devami

Ananas ATM-15 D H

Ananas? Duble F1 D D

Ananas? ATM-1A F1 H H
Piel de Sapo ATM-16 H D
Piel de Sapo ATM-17 H D
Piel de Sapo ATM-18 D H
Piel de Sapo ATM-19 H D
Piel de Sapo ATM-20 D H
Piel de Sapo? Kallavi F1 D D
Piel de Sapo? ATM-1P F1 H H

! Dayanikl1 kontrol, > Hassas kontrol, H: Hassas, D: dayaniklilig1 ifade etmektedir

Yapilan testleme sonuglarina gére FOB 1rk 1’e kars1 Kirkagag tipinde ATM-1,
ATM-2 ve ATM-3 genotipleri hassas olarak tespit edilirken, ATM-4 ve ATM-5
genotipleri dayanikli olarak bulunmustur. FOB Irk 2’ye kars1 ATM-1, ATM-2 ve ATM-
3 genotipleri hassas olarak tespit edilirken, ATM-4 ve ATM-5 genotipleri dayanikli
bulunmustur (Sekil 4.1). Kirkagag tipinde kontrol olarak kullanilan Westoros F1 ¢esidi
ik 1’e dayanikli, irk 2’ye karst hassas bulunurken, AT-190 F1 ¢esidi 1irk 1°e hassas, irk
2’ye dayanikli olarak belirlenmistir.
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TR, o

Sekil 4.1. Kirkagac kavun tipindeki genotiplerin hastalik degerlendirilmesi; a) irk 1 ve
itk 2’ye hassas ATM-1 genotipi; b) irk 1 ve irk 2° ye dayanikli ATM-4 genotipi

Galia tipinde; ATM-6 genotipi irk 1 ‘e hassas olarak tespit edilirken, ATM-7,
ATM-8, ATM-9 ve ATM-10 genotipleri dayanikli olarak bulunmustur. Genotipler ATM-
6, ATM- 8, ATM-9 ve ATM-10 irk 2’ye hassas olarak tespit edilirken, genotip ATM-7
dayanikli bulunmustur (Sekil 4.2) Kontrol olarak kullanilan Citirex F1 her iki irka
dayanikli iken, ATM-1G F1 her iki irka kars1 hassas olarak bulunmustur.

Sekil 4.2. Galia kavun tipindeki genotiplerin hastalik degerlendirilmesi; a) irk 1 ve irk
2’ye hassas ATM-6 genotipi; b) irk 1 ve irk 2” ye dayanikli ATM-7 genotipi
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Ananas tipinde; genotipler ATM-11 ve ATM-13 irk 1’e hassas olarak tespit
edilirken, genotipler ATM-12, ATM-14 ve ATM-15 dayanikli bulunmustur. ATM-11,
ATM-12, ATM13 ve ATM-15 genotipleri irk 2’ye hassas olarak tespit edilirken, ATM-
14 genotipi dayanikli bulunmustur (Sekil 4.3). Ananas tipinde kontrol olarak kullanilan
Duble F1 her iki irka dayanikli iken, ATM-1A F1 ¢esidi her iki irka kars1 hassas olarak
bulunmustur.

Sekil 4.3. Ananas kavun tipindeki genotiplerin hastalik degerlendirilmesi; a) irk 1 ve irk
2’ye hassas ATM-13 genotipi; b) irk 1 ve itk 2°ye dayaniklit ATM-14 genotipi

Piel de Sapo tipinde; ATM-16, ATM-17 ve ATM-19 genotipleri irk1’e hassas
bulunurken, ATM-18 ve ATM-20 genotipleri dayanikli bulunmustur. Genotipler ATM-
18 ve ATM-20 itk 2’ye hassas olarak kaydedilirken, ATM-16, ATM-17 ve ATM-19
genotipleri dayanikli bulunmustur (Sekil 4.4). Kontrol ¢esitlerden Kallavi F1 her iki irka
dayanikli iken, ATM-1P F1 ¢esidi her iki irka hassas olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Piel de Sapo kavun tipindeki genotiplerin hastalik degerlendirilmesi; a) irk 1°¢
hassas, 1tk 2’ye dayanikli ATM-17 genotipi; b) irk 1’e dayanikli, irk 2’ye hassas ATM-
18 genotipi

Risser vd. 1976 yaptiklan ¢alismada F. oxysporum f.sp. melonis’in irklarini 4
gruba ayirarak irk 0, irk 1, irk 2 ve irk 1-2 olarak simiflandirmistir. Fom-1 geni 1rk 0 ve
ik 2 ye dayaniklilik saglarken Fom-2 geninin irk 0 ve irk 1’e dayaniklilik sagladig
belirtilmistir. Fom 3 geni ise 1tk 0 ve 1rk 2’ye kars1 dayanikliligi kontrol etmektedir (Zink
ve Gubler 1985; Schreuder vd. 2000). Bununla birlikte irk 1-2’ye dayanikliligin ¢ok genli
(polygenic) oldugu belirlenmistir (Blancard vd. 1994).

Hassas Piel de Sapo ve dayanikli Charentais kavun genotiplerinin kullanildig:

calismada yeni Fom 4 geni belirlenmis ve bu genin resesif bir gen oldugu tespit edilmistir
(Oumoluloud 2010).

Ulkemizde bu hastaligin biitiin irklar1 goriilmektedir ve en yaygin rastlanan
irklarmin 1rk 1 ve ik 2 oldugu bildirilmistir (Unlii vd. 2014).

Irk 0 ve 1tk 2’ye kars1 dayaniklilig1 ifade eden Fom-1 geni, 1rk 0 ve 1tk 1’e kars:
Fom-2 genleri dayanikliligi tek dominant bir genler ile saglanmaktadir (Risser vd. 1976).
Bu ¢alismada yapilan klasik testlemelerde de bitkilerin hastaliga karsi reaksiyonu ya
dayanikli ya da hassas olarak tespit edilmistir. Buna gore Kirkagac tipinde 2, Galia tipinde
4, Ananas tipinde 3 ve Piel de Sapo tipinde 2 olmak iizere toplam 11 genotip materyali
ik 1’e dayanikli bulunmustur. Kirkagag tipinde 2, Galia tipinde 1, Ananas tipinde 1 ve
Piel de Sapo tipinde 3 olmak iizere toplam 7 genotip irk 2’ye dayanikli bulunmustur.
Unlii vd. 2010 yaptiklar1 calismada; Akdeniz, Ege, Marmara ve I¢ Anadolu bdlgelerinde
acik tarla kavun yetistiriciligi yapilan alanlardan toplanan 84 adet yerel kavun genotipini
FOM’un 4 1rkina kars1 klasik testleyerek 13 dayanikli, 71 hassas genotip belirlemislerdir.
Benzer sekilde FOM’un 4 irkina karsi klasik testleme yapilan bir diger ¢alismada da 44
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yerel kavun genotipinden sadece TR-30744 nolu genotip Fom-1 ve Fom-2’ye dayanikli
bulunmustur (Kahraman 2010).

4.2. Molekiiler Testleme Bulgulari ve Tartisma
4.2.1. Fom-1 Geni i¢in Yapilan Molekiiler Testlemeler

Fom-1 geni itk 0 ve ik 2’ye dayaniklilig1 saglamaktadir. Fom-1 geni i¢in
kullanilan NBS1-CAPS markirindan elde edilen sonuglar Cizelge 4.2 ve Sekil 4.5 de
goriilmektedir. Buna gore NBS1-CAPS markiri ile Kirkagag tipindeki ATM-1, 2, 3 ve 4
genotipleri homozigot dayanikli (250 baz) bant verirken, ATM-5 genotipi heterozigot
dayanikli bant (250 ve 205) vermistir. Kontrol olarak kullanilan Westeros F1 heterozigot
dayanikli, AT-190 F1 ve ATM-1K F1 genotipleri ise homozigot dayanikli bant vermistir.

NBS1-CAPS markirina gére Galia tipinde ATM-6, 8, 9 ve 10 homozigot dayanikli
bant vermistir. ATM-7 genotipi hassas bant vermistir. Kontrol olarak kullanilan Citirex
F1°de heterozigot dayanikli, ATM-1G F1 ise homozigot dayanikli olarak belirlenmistir.

NBS1-CAPS markirina gére Ananas tipinde ATM-11, 12, 13 ve 15 homozigot
dayanikli bant vermistir. ATM-14 ise hassas bant vermistir. Kontrol olarak kullanilan
Duble F1 ve ATM-1A F1 homozigot dayanikli bant vermistir.

NBS1-CAPS markirna gore Piel de Sapo tipinde sadece ATM-18 homozigot
dayanikli bant verirken, ATM-16, 17, 19 ve 20 hassas bant vermistir. Kontrol olarak
kullanilan Kallavi F1 homozigot dayanikli bant verirken ATM-1P F1 hassas bant
vermistir

Fom-1 geni i¢in kullanilan Fom1-R / Fom1-S markirlarin elde edilen sonuglar
Cizelge 4.2 ve Sekil 4.6 da verilmistir. Bu markira gére Kirkagag tipinde ATM-4 ve 5
genotipleri heterozigot dayanikli bant (182, 386, 568 baz) verirken kontrol olarak
kullanilan Westeros F1 de heterozigot dayanikli bant vermistir. Galia tipinde ATM-6, 8
ve 10 genotiplerinde heterozigot dayaniklilik tespit edilmisken ATM-7 ve 9
genotiplerinde hassaslik ( sadece 568 baz) belirlenmistir. Kontrol olarak kullanilan
Citirex F1 heterozigot dayanikli ve ATM-1G F1 hassas bantlar vermislerdir. Ananas
tipinde ATM-13 ve 15 genotipleri heterozigot dayanikli bant verirken ATM-11, 12 ve 14
genotipleri hassas bant vermistir. Kontrol olarak kullanilan Duble F1 ve ATM-1A F1
heterozigot dayanikli bant vermislerdir. Piel de Sapo tipinde ATM-16, 17, 18, 19 ve 20
genotipleri heterozigot dayanikli bant verirken kontrol olarak kullanilan Kallavi F1 ve
ATM-1P Flgenotipleride heterozigot dayanikli bant vermistir.

Brotman vd. 2005 yaptiklar1 c¢aligmada NBS1-CAPS markirmin irk 2’ye
dayanikliligin belirlenmesinde 6nemli bir markir oldugunu belirtmistir. Ayrica bu
markirin Fom-1 genine uzakliginin 2.8 ctM oldugunu bildirmislerdir. Calismamizdan elde
ettigimiz sonuglarda ise bu markir her genotip icin klasik testleme ile uyum iginde
bulunmamastir.
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Oumouloud vd. 2015, yaptiklar1 ¢alismada Fom-1 geni i¢in 2 CAPS markir
gelistirmisler ve Fom-1R 182, 386 ve 568 bp de bant araliginda, Fom-1S CAPS markiri
ise 262, 306 ve 568 bp’de bant vermistir.

Cizelge 4.2. Fom-1 geni igin kullanilan markirlar ve elde edilen PCR sonuglari.

Kavun Tipi Kavun Genotipi  NBS1-CAPS Foml-R/Foml-S
Kirkagag ATM-1 RR -
Kirkagag ATM-2 RR -
Kirkagag ATM-3 RR -
Kirkagac ATM-4 RR Rr
Kirkagag ATM-5 Rr Rr
Kirkagac Westeros F1 Rr Rr
Kirkagac AT-190 F1 RR -
Kirkagac ATM-1K F1 RR -

Galia ATM-6 RR Rr
Galia ATM-7 rr rr
Galia ATM-8 RR Rr
Galia ATM-9 RR rr
Galia ATM-10 RR Rr
Galia Citirex F1 Rr Rr
Galia ATM-1G F1 RR rr
Ananas ATM-11 RR rr
Ananas ATM-12 RR rr
Ananas ATM-13 RR Rr
Ananas ATM-14 rr rr
Ananas ATM-15 RR Rr
Ananas Duble F1 RR Rr
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Cizelge 4.2’ nin devamu
Ananas ATM-1AF1 RR Rr
Piel de Sapo ATM-16 rr Rr
Piel de Sapo ATM-17 rr Rr
Piel de Sapo ATM-18 RR Rr
Piel de Sapo ATM-19 rr Rr
Piel de Sapo ATM-20 rr Rr
Piel de Sapo Kallavi F1 RR Rr
Piel de Sapo ATM-1P F1 rr Rr

RR: Homozigot dayanikli, Rr: Heterozigot dayanikli, rr: Hassas, -: PCR {irlinti vermedi
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Sekil 4.5. Caligmada kullanilan NBS-CAPS markirinin jel goriintiisii. (D: Homozigot dayanikli, HD: Heterozigot dayanikli, H: Hassas)
(Fom 1 geni i¢in; 250 bp dayanikli, 205 bp hassas olarak degerlendirilmistir.)
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Sekil 4.6. Calismada kullanilan Fom1-R / Fom1-S markirlarinin jel goriintiisii. (D: Homozigot dayanikli, HD: Heterozigot dayanikli,
H: Hassas) (Fom 1 geni i¢in; 182 ve 386 bp’de dayanikli, 568 bp’de hassas olarak degerlendirilmistir.)
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4.2.2. Fom-2 geni icin yapilan molekiiler testlemeler

Fom-2 geni irk O ve 1tk 1’e dayaniklilig1 saglamaktadir. Fom-2 geni i¢in kullanilan
SSR154 markirindan elde edilen sonuglar Cizelge 4.3 ve Sekil 4.7 de goriilmektedir.
Buna gore SSR154 markirt ile Kirkagag tipinde ATM-4 homozigot dayanikli bant (299
baz) verirken ATM-1, 2, 3 ve 5 genotipleri hassas bant (305 baz)vermistir. Kontrol olarak
kullanilan Westeros F1 heterozigot dayanikli (250 ve 205 baz) ve AT-190 F1 ve ATM-
1K F1 ise hassas bant vermistir.

SSR154 markir1 ile Galia tipinde ATM-7, 8, 9 ve 10 genotipleri homozigot
dayanikli bant verirken ATM-6 hassas bant vermistir. Kontrol olarak kullanilan Citirex
F1 ve ATM-1G F1 homozigot dayanikli bant vermistir.

SSR154 markirina gore Ananas tipinde ATM-12, 14 ve 15 genotipleri homozigot
dayanikli bant, ATM-11 ve 13 hassas bant vermistir. Kontrol olarak kullanilan Duble F1
homozigot dayanikli, ATM-1A F1 heterozigot dayanikli bant vermistir.

SSR 154 markirina gore Piel de Sapo tipinde ATM-18 homozigot dayanikli, ATM-
20 heterozigot dayanikli, ATM-16, 17 ve 19 hassas bant vermistir. Kontrol olarak
kullanilan Kallavi F1 heterozigot dayanikli, ATM-1P F1 hassas bant vermistir

Markir yardimli seleksiyon da kullanilan markirlarin gene 5 cM’dan daha az
yakinlikta olmasi elde edilecek sonuglarin giivenirliligini arttirmaktadir (Tanksley 1983).
Yaptigimiz ¢alismada 1k 1 i¢in kullandigimiz SSR154 markir1 dayaniklilik genine 0.4
cM yakinliktadir (Joobeur vd. 2004). Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar klasik
testleme ile uyum i¢inde bulunmustur.

Fom-2 geni i¢in kullanilan Fom2-R40g markirindan elde edilen sonuglar Cizelge
4.3 ve Sekil 4.8 de goriilmektedir Fom2-R40g markirina gore; Kirkagag tipinde ATM-4
homozigot dayanikli bant vermistir. Kontrol olarak kullanilan Westeros F1 homozigot
dayanikli bant vermistir. Galia tipinde ATM-7, 8, 9 ve 10 genotipleri homozigot dayanikli
bant vermistir. Kontrol olarak kullanilan Citirex F1 homozigot dayanikli bant vermistir.
Ananas tipinde ATM-11, 12, 14 ve 15 genotipleri homozigot dayanikli bant vermistir.
Kontrol olarak kullanilan ATM-1A F1 dayanikli bant vermistir. Piel de Sapo tipinde
ATM-18 ve ATM-20 homozigot dayanikli bant vermistir. Kontrol olarak kullanilan
Kallavi F1 dayanikli bant vermistir.

Oumouloud vd. (2012), yaptig1 ¢calismada Fom2-Ra40s ve FOmM2-Sz42 olmak {izere
iki SCAR markin, gelistirilmistir. Fom2-Ra40s8 markirt Fom-2 geni i¢in dayanikli allel
vermistir.

Mahdavi (2020) yilinda yaptiklari calismada iran’imn gesitli yerlerinden topladig
88 yerel genotip ile Fom 2 geni i¢in markir yardimi ile seleksiyon (MAS) yapmistir.
Calismada kullanilan Fom2-R40g ve FOmM2-Sz42 markirlart 88 genotip ile olumlu sonuglar
vermistir. Calismamizda kullandigimiz Fom2-Rasos markir1 ile benzer ve klasik testleme
bulgularina paralel sonuglar alinmistir ve dayanikli bireylerde beklenen bant elde
edilmistir.
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Cizelge 4.3. Fom-2 geni icin kullanilan markirlar ve elde edilen PCR sonuglart.

Kavun Tipi Kavun Genotipi SSR154 Fom2-Ra0s
Kirkagac ATM-1 rr -
Kirkagac ATM-2 rr -
Kirkagag ATM-3 rr -
Kirkagag ATM-4 RR RR
Kirkagac ATM-5 rr -
Kirkagac Westeros F1 Rr RR
Kirkagac AT-190 F1 rr -
Kirkagac ATM-1K rr -

Galia ATM-6 rr -
Galia ATM-7 RR RR
Galia ATM-8 RR RR
Galia ATM-9 RR RR
Galia ATM-10 RR RR
Galia Citirex F1 RR RR
Galia ATM-1G RR -
Ananas ATM-11 rr -
Ananas ATM-12 RR RR
Ananas ATM-13 rr -
Ananas ATM-14 RR RR
Ananas ATM-15 RR RR
Ananas Duble F1 RR RR
Ananas ATM-1A Rr -
Piel de Sapo ATM-16 rr -
Piel de Sapo ATM-17 rr -
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Cizelge 4.3° nin devami

Piel de Sapo ATM-18 RR RR
Piel de Sapo ATM-19 rr -
Piel de Sapo ATM-20 Rr RR
Piel de Sapo Kallavi F1 Rr RR
Piel de Sapo ATM-1P rr -

RR: Homozigot dayanikli, Rr: Heterozigot dayanikli, rr: Hassas, -: PCR {irlinii vermedi
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Sekil 4.7. Calismada kullanilan SSR154 markirinin jel goriintiisii (D: Homozigot dayanikli, HD: Heterozigot dayanikli, H: Hassas)
(Fom 2 geni i¢in; 299 bp dayanikli, 305 bp hassas olarak degerlendirilmistir).
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Sekil 4.8. Calismada kullanilan FOM2-R40s8 markiriin jel goriintiisii. (D: Dayanikli) (Fom 2 geni icin; 408 bp dayanikli olarak

belirlenmistir)
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5. SONUCLAR

Son yillarda hizla artan 1slah ¢alismalar1 6zellikle yerli tohumculugun gelismesi
adina 6nemli bir adim teskil etmektedir. Sebze 1slah programlarinda hastalik ve zararhilara
dayanikli ya da tolerant ¢esit gelistirme ¢aligmalar1 hem {ilkemiz hem de Diinya’da ki
1slah programlarmin ana ¢atisin1 olusturmaktadir. Biyoteknoloji alanindaki hizh
geligsmeler de, bitki 1slahinda hizla kullanilmaya baglanmis, dayanikli genlerle baglantili
molekiiler markirlarin kullanilmasi ile hassas ya da dayanikli genotiplerin se¢ilmesi
saglanmistir.

Yaptigimiz ¢alismada Kirkagag, Galia, Ananas ve Piel de Sapo tiplerindeki kavun
genotipleri kullanilarak, bu tiplerin 6énemli bir hastalig1 olan Fusarium oxysporum f. sp.
melonis’e dayanim durumlar1 belirlenmistir. Hem klasik hem de molekiiler testlemeler
sonucunda dayanikli genotipler tespit edilmistir. Dayaniklilik genlerini tagiyan genotipler
islahgilar agisindan 6nemli genetik kaynaklardir. Bu ¢alismada 4 farkli tip belirlenen
dayanikli genotipler 1slah ¢alismalarinda Fusarium oxysporum f. sp. melonis’e dayanikli
yeni yerli ¢esitlerin elde edilmesinde kullanilabilecektir.
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