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OZET

KAVUN ISLAHINDA KULLANILAN BAZI MOLEKULER
BELIRTEGLERIN GEGERLILIGININ TESPITi

HATIPOGLU, Miirside
Yuksek Lisans Tezi, Bahge Bitkileri Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Suat SENSOY
Kasim 2017, 61 sayfa

Bu calismada, kavunda gelistirilen AM, FM, Fom2-R4s, FOmM2-Sas,
SCAPBO05;046, SCOPE14s4; T1 Tlex, M3A, M3a, SCAR belirtecleriyle; FomlR-
Foml1S, CAPS-Dde I, CAPS2, CAPS3, EX1-C170T CAPS belirteclerinin, markor
destekli seleksiyon yardimiyla tilkemizdeki bazi kavun cesitleri ve genotipleri tzerinde
gecerliligini tespit etmek amaclanmistir. Bu amacla Fusarium oxysporum f. sp. melonis
(FOM), hiyar mozaik viristi (CMV), killeme hastaligi ve cinsiyet tanimlanmasi icin
gelistirilmis olan bu molekuler belirtecler test edilmistir. FOM icin; AM, FM, Fom2-
Raos, FOm2-S34, (SCAR) ile Fom1R-Fom1S, CAPS2, CAPS3, (CAPS) belirtecleriyle
testleme yapilmistir. CMV igin; SCAPB05;046, SCOPE14s54;, (SCAR), kiilleme igin,
CAPS-Dde I, cinsiyet belirleme icin T1, Tlex, CAPS EX1-C170T, M3a, M3A
markarleri kullaniimistir. Bu secilen belirteclerin, 11’i F; cesit olmak zere, toplam 24
kavun genotipinde etkinligi incelenmistir. Calistlan belirteclerden Fusarium solgunlugu
icin, SCAR; FM, Fom2-R4s, FOm2-Sz4, ve CAPS FomlR-Foml1S, CMV igin SCAR
SCOPE14s,4; markdrlerinden sonug alinabilmistir. Bu baglamda sonug alinan SCAR ve
CAPS belirteclerinin kavunda MAS calismalarinda etkin bir sekilde kullanilabilecegi

gorulmustdr.

Anahtar kelimeler: CAPS, Cucumis melo L., Kavun, MAS, SCAR






ABSTRACT

VALIDITY DETERMINATION OF SOME MOLECULAR MARKERS USED IN
MELON BREEDING

HATIPOGLU, Miirside
M. Sc. Thesis, Horticulture Science
Supervisor: Prof. Dr. Suat SENSOY
Kasim 2017, 61 pages

The present work aimed to validate some molecular markers (AM, FM, Fom2-
R408, Fom2-S342, SCAPBO05;045, SCOPE14s54;, T1, Tlex, M3A and M3a SCAR
markers and Fom1R-Fom1S, CAPS-Dde I, CAPS2, CAPS3 and EX1-C170T CAPS
markers) developed for melon breeding on some melon cultivars and genotypes in
Turkey with the aid of marker-assisted selection. For this purpose, these molecular
markers developed for resistance to Fusarium oxysporum f. sp. melonis (FOM),
Cucumber mosaic virus (CMV) and powdery mildew or sex determination have been
tested. AM, FM, Fom2-R408 and Fom2-S342, (SCAR) and Fom1R-Fom1S, CAPS2,
and CAPS3 (CAPS) markers for FOM; SCAPB051046 and SCOPE14541, (SCAR) for
CMV; CAPS-Dde | for powdery mildew; T1, Tlex, CAPS EX1-C170T, M3a and M3A
markers for sex determination were used. These selected markers were examined in 24
melon genotypes, 11 of which were commercial F; cultivars. The results were obtained
from FM, Fom2-R40s and Fom2-Ss4, SCAR markers and Fom1R-Fom1S CAPS marker
for Fusarium wilt disease and SCAR SCOPE14541 for CMV. In this context, it is seen
that the resultant SCAR and CAPS markers can be used effectively in MAS studies.

Keywords: CAPS, Cucumis melo L., Melon, MAS, SCAR






ON SOz

Kavun (Cucumis melo L.), ekonomik acidan 6nemli bir sebze tlri olup,
ulkemizde neredeyse tim tarim bolgelerimizde, ©6nemli derecede vyetistiriciligi
yapiimaktadir. Acikta yetistiricilikte genel olarak standart cesitler kullaniimakla birlikte
son yillarda sera yetistiriciliginin artmasi ile diger sebze tirlerinde oldugu gibi kavun
yetistiriciliginde de hibrit gesitlerin kullanimi artmistir. Kavun genotiplerinin yazlik ve
kislik kavun hatlari, verim ve kaliteyi olumsuz yonde etkileyen Fusarium solgunlugu
(Fusarium oxysporum f. sp. melonis’in 0,1,2,1-2 nolu irklarina), killleme (Podosphaera
xanthii 1rk 5), hiyar mozaik virisine Kkarsi molekller olarak testlenerek
dayanikli/tolerant genotipler belirlenmistir. Belirlenen bu genotiplerle molekuler
markorlerin kullanimini daha kisa sirede daha guvenilir sonuclar elde edilmesinde

olanak saglamaktadir.
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1. GIRIS

Kavun, sistematik agidan Cucurbitaceae familyasinin Cucumis cinsine giren
Cucumis melo L. tirh olarak siniflandiriimaktadir. Kavun, yiksek tiketim ve diinya
capinda ticari degeri nedeniyle tarimsal agidan en 6nemli ekonomik Cucurbitaceae
turlerinden biridir (McCreight ve ark., 1993).

Turkiye’den Japonya’ya kadar yayilim gosteren kavun, dinyada ve Turkiye’de
onemli miktarda tlketime sahip sevilen bir sebze tirtdir (Vural ve ark. 2000; Sensoy,
2005). ispanya, Romanya ve Fransa, Avrupa’nin en bilyiik tretici lkeleridir (Robinson
ve Decker-Walters, 1997). Gilnay (1975) ; Avrupa ve Amerika’ da tarimi yapilan
kantalop kavunlarinin gen merkezinin Dogu Anadolu Bolgesi ¢zellikle de Van ili ve
cevresi oldugunu ifade etmistir.

Yaklasik 29.626.335 ton ile dinya kavun dretiminde Cin, diger Ulkelerin
tamamindan iki kat daha fazla tretim yapmaktadir (FAO, 2014). Ulkemiz yas sebze
iiretiminde yaklasik 1.854.356 ton kavun ile dordiincii sirada yer almaktadir. (TUIK,
2016). Ayrica, 2016 verilerine gore kavunda %7.8 lik bir artis gozlenmektedir ( TUIK,
2016). Ulkemizin ¢ok soguk bolgeleri disinda hemen her yoresinde yetismekle beraber
kavun dretiminin biyiik bir boliimi Ege, Marmara, i¢ Anadolu, Dogu Anadolu ve
Guneydogu Anadolu Bolgesinde yapilmaktadir (Sensoy, 2005). Turkiye’de kavunun en
fazla yetistirildigi iller arasinda Ankara birinci sirada yer alirken, bunu takiben Manisa,
Diyarbakir, Balikesir ve Konya ileri gelmistir (TUIK, 2016).

Turkiye’deki kavun Gretiminin bayik bir bolumu (%85), Kirkagag, Hasanbey,
Yuva ve Kislik Sari gibi inodorus grubu kavun cesitleriyle, diger kismi da Ananas ve
Galia gibi cantalupensis grubu kavun cesitleriyle yapiimaktadir (Abak, 2001).

Kavun (Cucumis melo L.), meyvelerinin yiuksek oranda aroma 6zelligi ile lezzeti
nedeniyle tercih edilen yazlik ve kislik cesitlerinin fazla olmasiyla yil icerisinde uzun
bir donemde tuketilebilen bir tir olmasindan dolayr ekonomik olarak 6nem kazanmistir.
Bu sayede stratejik olarak ihracat trtinli 6zelliklerine sahiptirler (Anonim, 2003).

Taze olarak tuketilebilmenin yani sira, meyve salatasi ve meyve suyu yapiminda
kullanimi da yayginlasmistir. Ayrica gida sanayinin pek c¢ok kolunda (pasta, recel,
dondurma, meyveli yogurt vb.) yaygin olarak kullanilmaktadir. Olgunlasmamis
meyveleri Uzak Dogu’da corba yapiminda degerlendirilebilirken, tursu yapiminda da



kullanilabilmektedir. Bazi kavun cgesitleri sis bitkisi olarak, bazilar da parfim
yapiminda ve kozmetik sanayisinde sik¢a kullaniimaktadir (Wien, 1997).

Kavun icerdigi pek cok mineral madde ve besin bakimindan zengin bir sebzedir
(Ozgen ve ark., 2014). Kavunun icerdigi en énemli besin maddeleri arasinda; protein
(0,6- 1,2 mg/100 g), karbonhidrat (6-15 g/100 g), A vitamini (500 1U-4200 U/ 100 g),
C vitamini (6-60 mg/100gr ve potasyum (130mg-330mg/100gr) bulunmaktadir (Lorenz
ve Maynard, 1988).

Diger bitki turlerinde oldugu gibi kabakgil familyasina ait sebzelerinin tretimini
sinirlandiran en 6nemli etkenlerin basinda hastaliklar ve zararlilar gelmektedir.
Ulkemizde de kavun yetistiriciligini sinirlandiran etmenler arasinda ilk olarak hastalik
ve zararlilar gelmektedir. Hastalik ve zararhilar, birim alandan alinan verimin
azalmasina, bazi cesitlerin kaybolma tehlikesiyle karsilasmasina ve Urtinde kalite ve
irin kaybina neden olmaktadir. Ulkemizde sebze dretim alanlarinin sinirli olmasiyla
birlikte birim alandan alinacak Griindin arttirtimasi ve mevcut olan miktarin korunmasi
gerekmektedir (Sar1, 1994).

Yerel kavun populasyonlarinin, dogal mutasyonlar ve kavunun ddéllenme
yapisindan kaynaklanan o6zelliklerden dolayi, zengin bir cesitlilik gosterme olasihg
yuksektir. Bu zengin hazinenin kaybolmasini 6nlemek ve secilecek materyallerin islah
calismalarinda kullaniimasini saglamak amaciyla, gen kaynaklarinin korunmasi ve islah
calismalar1 devam etmektedir (Sensoy ve ark., 2007).

Klasik islah programlarinda son yillara kadar, bitkisel trtinlerde ilki hastalik ve
zararlilar olmak Gzere Kkultir bitkilerinin baska birgok tarimsal Ozelliklerinin
lyilestirilmesinde bulyuk katkisi olmustur. Klasik islah yontemleri bazi durumlarda
yetersiz olabilmekte ya da oldukca uzun zamana ihtiyagc olmaktadir. Bitki
biyoteknolojisi yontemleri dunyada oldugu gibi Tirkiye’de de blylk ©6nem
kazanmaktadir. Tarimsal agidan 6neme sahip olan genler genetik haritalar kullanilarak,
kaltur cesitlerine etkili bir sekilde, hizli ve kolaylikla tespit edilir (Yildirim ve
Kandemir, 2001).

Gunumuzde hizla artan diinya niufusu, bitki hastalik ve zararlilarinin olumsuz
etkileri beslenme sikintilarini  ortaya ¢ikarmis ve insanlari farkh bitki islahi
programlarina tesvik etmistir. Klasik bitki i1slahi programlariyla gelistirilen verimli ve

kaliteli cesitlerle insanlarin beslenme ihtiyaclari karsilanmis olup, calismalar



ginimizde de hizla devam etmektedir. Turkiye, yerel kavun populasyonlari
bakimindan oldukga zengindir. Ulkemizde kavun (retimi, yerel populasyonlar ve
piyasada bulunan Fi hibrit tohumlar ile gerceklestirilmektedir.

Klasik 1slah programlari arasinda en yogun kullanilanlardan birisi dayaniklilik
islahidir. Clinki hastalik ve zararlilara dayaniksiz cesitlerde her ne kadar verimli olsa da
hastalik bulastigi andan itibaren verim dismektedir. Bunun yani sira gelecekte de ortaya
cikabilecek olan yeni hastalik ve zararhlar ile toprak ve atmosferde olusan
degisikliklerin bitkilere olan etkileri 6nceden bilinememektedir. Genetik kaynaklarin
karakterizasyonunda klasik olarak cografi verilerden ve morfolojik karakterlerden
yararlaniimakla birlikte (Ford-Loyd, 2001), ginimiizde bu amagla molekuler markorler
de yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Genetik kaynaklarin degerlendirilmesinde ilk
olarak yapilmasi gereken islemlerden biri olan morfolojik karakterizasyon,
koleksiyonlar icerisinde yer alan genotiplerin dogru bir sekilde tanimlanmasini saglama
bakimindan son derece 6nemlidir (Escribano ve Lazaro, 2009).

Kavunlarda morfolojik karakterizasyonla ilgili pek ¢ok calisma (Sari ve Solmaz,
2007; Sensoy ve ark., 2007; Lotti ve ark., 2008; Escribano ve Lazaro, 2009; Szamosi ve
ark., 2010) bulunmaktadir.

Markdre dayah seleksiyonla, basta hastalik ve zararlilara dayanim olmak (zere,
kalite Ozellikleri, biyokimyasal icerik gibi pek cok amaca yonelik incelemeler
yapiimaktadir. Gelistirilen markdrler ile 1slah programlarinda dayaniklilik 6zelligini
tastyan bireyler tespit edilebilmektedir. Islah calismalarinda, hastaliga dayanimi
saglayan gene yakin molekiler markorlerin kullanimi, daha kisa slrede ve daha
glvenilir sonuclar elde etmemizi saglamaktadir (Oumouloud ve ark., 2008). Bu amagla,
ulkemizde de sebze islahinda bircok islah¢i markor yardimli seleksiyon (MAS)
calismalariyla molekuler markdrlerden yararlanmaktadir (Pinar ve ark., 2013).

Genetik markdr sisteminin temeline baktigimizda sistemin yeni olmadigini ve
Mendel’in 19.yy’da fenotipik ¢alismalarinda kullandigini gérmekteyiz. Bu teknikler
tim dunyada oldugu gibi Glkemizde de giderek artan kullanim alani bulmaktadir.
Morfolojik markérler yerine molekuler markorlerin kullaniimasi bitki 1slahgilarina daha
yilksek etkinlikle calisma imkani vermektedir (Ustiin ve ark., 1996). Genotipleri
birbirinden ayirmayi saglayan 6zelliklerden morfolojik olanlar 6nceden de bilinmektedir

(Meglic ve Staub, 1996). DNA temelli markor teknolojisiyle birlikte 1slah¢ilar Mendelci



genetik yaklasimi islah programinin tamamlayicisi olarak kullanabilmekte ve bu sayede
kisa surede yeni bir cesit gelistirebilmektedir. DNA belirtecleri, bitkilerin genetik
cesitliligin arastirilmasinda, yakin tdrlerin, ¢esitlerin belirlenmesi ve tanimlanmasinda
arastirmacilara yogun calisma olanagi veren giclu bir yontemdir (Akakacar, 2001;
Rajapakse, 2003). Bu belirleyicilerin DNA polimorfizmi klasik morfolojik veya
biyokimyasal belirleyicilerden ¢ok daha fazladir (Ozcan ve ark., 2001).

Genotipler arasinda farklilik goéstermeyen markdrler, monomorfik markorler
olarak bilinirler. Ayni veya farkli tlrlerin bireyleri arasinda farklilik gésteren markérler
ise polimorfik markorler olarak isimlendirilirler ve bunlar, farklihklari belirledigi igin
monomorfik olanlardan daha yararhdirlar. Polimorfik markorler, homozigot ve
heterozigotlar arasinda ayrimlanabilmelerine gére dominant ve ko-dominant (es baskin)
Ozellik gosterirler. Dominant markérler var veya yok olarak belirlenirken; kodominant
markorler boyut olarak farkhlik gosterirler. Kurallara bakilirsa, bir DNA markdoriinin
farkli formlari (6rnegin jel Gzerindeki farkli boyuttaki bantlar) markdr allelleri olarak
adlandirihir. Bu durumda ko-dominant markorler farkl bircok allele sahip olabilirken
dominant bir markér sadece 2 allele sahiptir. Ko-dominant markérlerle heterozigot ve
homozigotlar arasindaki farklilik agik bir sekilde gortlebilmektedir. Ancak dominant
markorler bu ayrimi yapamamaktadir (Yorgancilar ve ark., 2015). Bu ylzden 0zellikle
MAS’ta ko-dominant markdrler kullaniimaktadir.  MAS programlari  dominant
Ozelliklerin yaninda genellikle ko-dominant SCAR (Sequence Characterized Amplified
Regions) Sirayla Karakterize Edilmis Amplifiye Bélgeler ve CAPS (Cleaved Amplified
Polymorphic Sequence) Kesilmis Cogdaltilmis Polimorfik Dizilimler markér sistemleri
Uzerine yogunlasmistir (Collard ve Mackill, 2008). Bu markdr sistemlerinin alet ve
ekipmana, isgucl ve maliyete gereksiniminin diger yontemlere gore daha az gereksinim
duyulmasi avantaj kazandirmaktadir (Kumar, ve ark.,, 2009). Belirtec destekli
seleksiyon yontemi (Marker Assited Selection, MAS) yabani gen kaynaklarindan gen
transferleri, resesif allellerin ortaya cikarilmasi ve seleksiyonu, erken seleksiyon, gen
izolasyonu ve klonlanmasinda kullaniimaktadir. Klasik bitki 1slahi, melezleme sonucu
elde edilen ve acihm gosteren doller arasindan Gstin genotiplerin  fenotipik
seleksiyonuna dayanmaktadir. Fakat genotip ile cevre etkilesimi sebebiyle uygulama
oldukga zorlasmaktadir. Ayni zamanda fenotipik seleksiyonun maliyetli olmasi

sebebiyle bazi 6zellikler icin (abiyotik stres kosullarina tolerans gibi) ¢ogu durumlarda



uygulanmamaktadir. MAS, Kklasik bitki i1slahinda bu belirtilen sorunlara karsi gelistirilen
bir yontemdir. Islah programlarinda istedigimiz genle baglantili markérlerin
kullaniimasinin potansiyel faydalari yon degistirmis ve arastirmactlar 1970’lerin sonuna
dogru DNA markdrlerinin gelistirilmesiyle yeni bir calisma alani ortaya c¢ikmistir.
Yirmi birinci yuzyilin basinda 40’dan fazla gen (tek gen ve QTL) haritalanmistir
(Grube ve ark., 2000). MAS teknigi oldukca hizl, etkili, glvenilir ve ekonomik bir
seleksiyon teknigidir. Fakat bu teknik tek basina klasik 1slah yontemlerinin yerine
gecebilecek bir teknik olmasindan ziyade klasik islah calismalarinin basarisini attirici ve
yardimcl bir yéntemdir (Sénmezoglu ve ark., 2010).

Bitkiler yasadiklari ortamda gesitli hastalik ve zararli etmenler (virls, bakteri,
fungus, nematod vb.) tarafindan saldiriya ugramaktadirlar (Baker ve ark., 1997).
Ulkemizde de kavun yetistiriciligini sinirlandiran etmenler arasinda en basta hastalik ve
zararhlar gelmektedir. Bitkinin hastalik ve zararli etmenine karsi dayanikhihgi; dusuk,
orta ve yuksek dizeyde gerceklesmektedir. Bitki yiksek dizeyde dayanikli ise patojen
hi¢ cogalamamakta veya ¢ok az diizeyde ¢ogalabilmekte, orta ve disik dayaniklilikta
ise hastalik ve zararli etmeni belli dizeyde cogalabilmektedir (Roberts, 2002).
Dayaniklilik genleri, patojene karsi dayanikliligi kontrol eden en dénemli yapisal
proteinlerdir (Staskawicz ve ark., 1995; Van der Biezen ve Jone, 1998; Feys ve Parker,
2000).

Proteinlerde meydana gelen degisiklerle meydana gelen izoenzimler, markér
olarak kullanilmaya baslanmis (Meglic ve Staub,1996; Onus, 1999a; Onus,1999b;
Akashi ve ark.,2002), ancak bu belirteclerin sayisinin az olmasi ve gevre sartlarindan
etkilenmeleri kullanimlarini kisitlamistir. DNA dizilimindeki degisiklerin tespitiyle
yararlanilan DNA belirteclerin cok olmasi cevre sartlarindan etkilenmemeleri nedeniyle
cok faydali olmuslardir (Sensoy, 2005).

Dayaniklilik 1slah programinda en blylk zorluk ebeveynlerin (duyarli ve
dayanikli  bireyler) melezlenmeleri sonucu elde edilen dayanikli bireylerin
belirlenmesidir. Basta birden fazla gen olmak Uzere, birka¢ gen ve tek gen tarafindan
idare edilen dayaniklilik 6zelliklerini (karakterleri) normal sartlarda geleneksel islah
yontemleri ile belirlemek zaman almakta, fazla is glci gerektirmekte ve c¢ok gig
olmaktadir. Bununla birlikte bir bitkiyi ayni anda birden fazla hastalik veya zararh

etmenle testlemek geleneksel yontemlere gore hemen hemen imkansizdir. Bitin bu



zorluklar molekuler markorlerin devreye girmesiyle (stesinden gelinebilmektedir
(Ballvora ve ark., 1995; Bradshaw ve ark., 1998; Lu ve ark., 1999).

Kavun hastaliklari arasinda toprak kokenli patojenler ve bunlardan biri olan
Fusarium oxysporum f. sp. melonis (FOM)’in neden oldugu koék curuklugu ve solgunluk
hastaligi ilk sirada yer almaktadir. Tlrkiye’de kavun solgunlugu ilk kez, Manisa’da bir
kavun tarlasinda 1939 yilinda ve daha sonra Ankara civarinda Nallthan’da saptanmistir
(Bremer, 1944). Hastahgin 0, 1, 2 ve 1-2 olmak tzere farkli 4 irki olup, tUlkemizde
yaygin olarak goriilmektedir. Hastaligin kalitiminda Fom-1 ve Fom-3 genleri 0 ve 2
irklarina kargi Fom-2 geni ise 0 ve 1 irklarina karsi dayanikhlik saglamaktadir. Jacobson
ve ark. (1990), A.B.D.’de Fusarium oxysporum f. sp. melonis’in yalnizca 2 nolu irkinin
belirlendigini, 1985-1987 yillari arasinda O ve 1 nolu irklarinin da dlkenin degisik
bolgelerinde ortaya ciktigini ve yillara gore degisiklik gosterebildigini bildirmektedirler.

Fusarium solgunlugu ilk olarak bitkide genel bir solgunluk sergilemekte ve
siddetli enfeksiyonlar hastaligin ilerleyen doénemlerinde bitkiyi 6ldurebilmektedir.
Fusarium % 100 kayiplara neden olan epidemiler olusturabilir (Zitter, 1999). Enfekteli
bitki dallarindan enine kesit alindiginda ksilemde gozlenen kahverengilesme, fusarium
solgunlugunda floem dokusuna kadar ulasabilmektedir. Hastalik etmeni fungus toprak
kokenli olup, uzun yillar canlihgini muhafaza edebilmektedir. Hastalikla miicadelede en
pratik ve etkin yontem dayanikl gesitlerin Gretimde kullanilmasidir (Martyn ve Gordon,
1996). Fom-2 geninin izolasyonunda ve klonlanmasinda da dnemli adimlar atilmistir
(Wang ve ark., 2002; Joobeur ve ark., 2004).

Canli etmenler igerisinde boyutu, kimyasal ve fiziksel yapisi, enfeksiyon sekili,
bitki icerisindeki ¢cogalmasi, tasinmasi, simptom olusturmasi ve etkin bir micadelesinin
olmayisi gibi yonleri ile viris hastaliklarinin 6zel bir énemi vardir (Agrios, 1997;
Yilmaz ve Davis, 1984; Yilmaz ve ark., 1979 ve 1993). Francki ve ark. (1979)' nin
bildirdigine gore Hiyar Mozaik Virusi (Cucumber mosaic virus CMV) hiyar ve diger
kabakgiller tizerinde ilk kez detayli olarak 1916 yilinda Doolittle ve Jagger tarafindan es
zamanda tanimlanmis ve ilk kez Price tarafindan 1934'te ABD’de izole edilmistir. CMV
(Podosphaera xanthii), tim dunyada vyetistirilen Grinlerde hastalik gelisimine ve
zararlara neden olmaktadir (Zitter ve Murphy 2009). Kultlr bitkilerinde zararh virus
hastaliklar icerisinde tutlin mozaik virtisiinden sonra en fazla konukgu gevresine sahip
viris CMV dir. CMV, 1000’e yakin degisik bitki turiinde cok cesitli simptomlar



olusturan genis konukgu dizisine sahip bir virtstur (Palukaitis, ve ark., 1992; Kaper, ve
Waterworth, 1981). Virls bitkilerin yapraklarinda hafiften siddetliye dogru degisen
mozaik, yaprak deformasyonlari ile ya da sadece bodurlasma, yapraklarda egrelti otu
seklinde yaprak deformasyonlarina yol acmaktadir (Kearney ve ark.,, 1990).
Yapraklarda ipliklesme ve meyvelerde nekroz gibi simptomlar olusturmaktadir
(Blancard, 1988).

Kabakgillerde gorilen killemeye sebep olan hastalik etmenleri; Erysiphe
cichoracearum ve Sphaerotheca fuligiea (Schlect. ex Fr.) Poll.diir. iki farkli etmen
killeme hastaligindan sorumlu olup, bunlardan Sphaerotheca fuligiea daha fazla yaygin
ve diger patojene gore daha saldirgandir. Erysiphe cichoracearum etmeni serin bahar ve
erken yaz aylarinda ortaya ciktigindan dolayi, daha distk sicaklik istegine sahiptir.
Diger etmen daha sicak mevsimlerde ortaya cikmaktadir. Her iki hastalik etmeninin
konidisporlarini ve kleistothecium ayirt etmek oldukga zordur. Bundan dolayi her iki
fungus birbiriyle karistirilir (Anonim 2016). Bitkilerin 6nce yash yapraklarinda goralur,
daha sonra genc yapraklara da gecer. Oncelikle yapragin Ust yiizeyinde parca parca,
nispeten yuvarlak lekeler belirir, sonradan bu lekeler birleserek yapragin her iki
yuzeyini, yaprak sapini ve govdeyi kaplar. Lekeler ilk zamanlarda beyaz renkte toz
tabakasi gibi gorundr, zaman ilerledikce esmerlesir. Yapraklar kuruyup dokdlir ve
bitkide gelisme durur. Bunun sonucu olarak da riin kaybr meydana gelir. Bu hastalik
etmenlerinden dolayi ticari firmalar bu hastaliklara dayanikli genleri MAS yardimiyla
kaltur cesitlerine aktararak bu verim kaybini 6nlemek istemislerdir.

Ayrica, kavunda cinsiyet belirlemede monoik ve andromonoik bitkilerin erken
asamada tanimlanmasi, 1slah programlarinin etkili bir sekilde yuritulmesini
saglamaktadir.

Bu baglamda mevcut tez calismasinda ¢ok 6nemli bir yere sahip kavunda 11
hibrit F; ve 13 standart veya yerel cesitlerde MAS uygulamalarinda kullanilabilecek
belirteclerin gecerliligi tespit edilmeye calisiimistir. Bu galismada belirtilen hastaliklar
kavunda verim kayiplarina sebep olmaktadir. Uriin kaybini onlemek icin yapilan
kimyasal ve kdltirel énlemler yetersiz kaldigi ve dezavantajlarinin gortldigi noktada
dayanikl cesit gelistirme yontemleri gelistirilmistir. Dayanikli cesit gelistirmede
kullanilan yontemlerden olan klasik 1slah yontemlerine gore daha kisa zamanda, etkili

guvenilir ve maliyetinin distk olmasiyla MAS yontemi klasik 1slah yéntemine destek



olmaktadir. Bu calisma Turkiye’deki kavun cesitlerinde dayanikli gesit gelistirmede
kullanilan belirteclerin (markoérlerin, isaretleyicilerin) c¢ahisip, calismadigr ve 1slah
calismalarina kolaylik saglayip, saglayamayacagi etkin bir sekilde kontrol edilmeye

calistimistir.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

Kavun (Cucumis melo L.), orijini Afrika kitasi olan, fakat ikincil gen merkezi
olarak Turkiye’den, Japonya’ya kadar uzanan genis bir alandan diinya geneline yayilan;
dinyada ve ulkemizde sevilerek tlketilen bir sebze turudur. Kavun Cucurbitaceae
familyasi, Cucurbitoideae alt familyasi, Melothrieae takimi, Cucumerinae alt takimina
ait, temel kromozom sayisi 12 olan diploid bir turdir (Robinson ve Decker-Walters
1997).

Kavun genelde monoik veya andromonoik karakterlerde cicek yapisina sahip
olan ve bu cicek yapisindan dolayi yabanci dollenme gdsteren bir sebzedir (Tlrkmen ve
ark., 2005). Kavun (Cucumis melo L.) bircok ulkede kulture ahinmis ve cesitlilik
goOsteren bir turddr (Pitrat 2012). Kavun icerdigi protein (% 0.6-1.2 / 100g), vitamin,
mineral maddeler, A (500-4200 1U/100 g), K vitamini (130-330 mg/100g) ve seker
icerigi yoninden zengin bir sebzedir (Lorenz ve Maynard, 1988).

Bitkilerde bitki 1slahinda kullanilan belirte¢ tipleri morfolojik belirtecler,
(markor, marker, markir, isaretleyici vb.) biyokimyasal belirtecler ve DNA belirtecleri
olarak siralanabilir. DNA belirtecleri, sekansa spesifik olmayanlar rastgele cogaltiimis
polimorfik DNA (RAPD), cogaltilmis parca uzunluk polimorfizmi (AFLP), sekansa
spesifik olanlar basit dizi tekrari (SSR), basit sekans tekrarlamalari arasi polimorfizmi
(ISSR) ve son yillarda yogunluk kazanan organel mikrosatellitleri, sekansi karakterize
edilmis yani belirlenen ¢ogaltiimis bolgeler (SCAR), kesilerek cogaltilmis polimorfik
diziler (CAPS), RAMP, SRAP, TRAP, SSCP olarak siralanir. DNA belirteclerinin bitki
islahinda genetik kimlik tanisi ve akrabalik diizeylerinin belirlenmesi, hibrit bitki tanisi,
belirte¢ yardimi ile seleksiyon, bulk segregasyon analizi ve tohum islahinda roli vardir.

Son yillarda molekuler biyolojide gorulen hizli ilerleme, bitki genetigi
calismalarinda, genetik cesitliligin korunmasi, dretimi, i1slah gibi hedefler dogrultusunda
kullanimina ¢ok biyuk ve 6énemli katki saglamistir. Fakat bu belirteg yardimli
molekdler biyolojik uygulamalar, molekiler belirteclerin tamamlayicisi olmaktadir.
Zaman igerisinde, belirte¢ destekli seleksiyon (MAS) uygulanan bitki i1slahi ¢alismalart,
klasik calismalardaki seleksiyon hizini ve etkinligini artirma yoninde 6nemli katkilar

saglayacaktir (Vardar-Kanlitepe, 2010).
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Molekuler markorler, genomda herhangi bir gen boélgesi ya da gen bolgesi ile
iliskili DNA parcasidir. Molekuler markorler; genetik markorlerin, DNA tabanli tipini
olusturduklarindan, DNA markoérleri olarak da bilinirler. DNA markdrleri farkli
genotiplere ait DNA dizilis farklihgini cesitli bicimlerde ortaya koyan markérlerdir.
Batun bir genomun analiz edilebilecegi DNA’yi elde etmek icin, herhangi bir kisimdan
alinan az miktarda doku parcasi yeterli olmaktadir (Botstein, 1980).

Molekiler markdorlerin kaynagi Uretildikleri bitkilerin DNA’laridir. Bundan
dolay! bitki populasyonundaki cesitlilik veya o populasyon icindeki bitki genotipleri
arasindaki iliskilerin tespitinde %100 e yakin glvenirlilikle sonug verirler (Gulsen ve
Mutlu, 2005).

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PCR) kesfinden sonra genetik calismalarda
PCR temelli markérler daha cok tercih edilmeye baslanmistir. Karry Mullis tarafindan
1985 yilinda ilk kez ortaya konulan bu teknoloji sayesinde genomun 6zgiin bolgelerinin
in vitro sartlarda ¢ogdaltilabilmesi ve elektroforez teknikleri ile gorintiilenmesi mumkin
hale gelmistir. DNA teknolojisi ve molekiiler biyolojideki hizli gelismeye paralel olarak
daha ekonomik, kolay ve polimorfik olmalarindan dolayi ¢zellikle PCR temelli DNA
markor sistemleri (RFLP, RAPD, EST, STS, SSCP, AFLP, STR ve SNP) genetik
calismalarda daha yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (Weber ve May, 1989; Liu,
1998).

Bu markor sistemlerinin disinda; SRAP; Sirayla Iliskilendirilen Amplifike
Edilmis Polimorfizm (Sequence Related Amplified Polymorphism), SCAR; Sirayla
Karakterize Edilmis Cogaltiimis Bolgeler (Sequence Characterized Amplified Regions),
STS (Sequence Tagged Site), CAPS; Bolinmis Cogaltilmis Polimorfik (Cleaved
Amplified Polymorphic), ALP Amplicon Uzunluk Polimorfizmi (Amplicon Length
Polymorphism) ve bunlara ek olarak DNA sekanslamasina dayali SNP; Tek Nukleotid
Polimorfizm (Single Nucleotide Polymorphism) markorleri ve MP-PCR; Mikrosatellite
Primed Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Microsatellite Primed Polymerase Chain
Reaction), AP-PCR; Arzuya Bagli Primed Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Arbitrarily
Primed Polymerase Chain Reaction), AS-PCR Allele Spesifik Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (Allele Specific Polymerase Chain Reaction), DAF; Allele Spesifik
Polimeraz  Zincir Reaksiyonu) stratejileri  de polimorfizmin belirlenmesinde

kullaniimaktadir (Yorgancilar ve ark., 2015).
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Biyoteknolojinin Ostinligl molekiler markérleri, molekiler haritalarr ve
markor destekli seleksiyon (MAS) teknolojilerini  kullanarak klasik bitki islah
yontemlerini destekleyen bir yaklasim olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle molekiiler
markor teknolojisi karmasik 6zellikleri kontrol etmekte olan bircok genin (Quantitatif
trait loci: QTL) sayilarini ve bireysel, interaktif etkilerini ve kromozom uzerindeki
yerini de belirlemekte kolaylik saglamaktadir (Tanskley ve ark., 1989).

Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitlisi (BATEM) tarafindan yapilan
calismada kavun 1slah programinda gelistirilen 8 adet aday hibritin Fusarium
oxysporum f. sp. melonis‘e molekiler olarak dayaniklilik durumlari ile verim degerleri
belirlenmistir. Molekuler calismalarda Fusarium’da Fom-2 geninin kontrol ettigi 0 ve 1
nolu irka dayanikliligr belirlemek amaciyla SSR154 primeri, Fom-1 geninin kontrol
ettigi 2 nolu 1rk icin ise, NBS1-CAPS primeri kullanilmistir. Agaroz jelde alinan
gorinttiye gore irk 1’e dayaniklilik saglayan Fom-1 geni icin kullanilan SSR 154
markorinden homozigot dayanikli bireylerde Joobeur ve ark, (2004)’nin bildirmis
oldugu 299 bp buyukligindeki bant tespit edilmistir. Hassas bireylerde ise 305 bp
buydkliginde bant belirlenmistir. Irk 2 icin Fom-2 geni ile iliskili NBS1-CAPS
markorindn kullaniminda ise, PCR (riininde Brotman ve ark, (2005)’nin bildirmis
oldugu 250 bp’lik bant gozlenmistir. PCR drinlerinin Ncol enzimiyle kesiminden
sonra, homozigot dayanikli bireylerde 250 bp’lik bant, hassas bireylerde 205 bp’lik bant
tespit edilmistir. Calismada yer alan 8 adet aday hibrit verim agisindan
karsilastirildiginda, FC 98 nolu hibrit kontrol cesit olarak kullanilan Citirex F; ¢esidine
yakin bir verim degeri alarak, diger adaylar arasinda ilk sirada yer almis ve Ureticilerin
hizmetine sunulmustur (Unlii ve ark., 2014).

Zhang ve ark. (2012), killemenin iki etmeninden birinin (Podosphaera xanthii)’
nin neden oldugu, killemenin kavun i¢in 6nemli bir hastalik oldugu ve 2F irki Cin
bolgelerinde baskin irk oldugunu bildirmistir. P. xanthii’ nin 28'den fazla fizyolojik irki
olup farkh tepkilerine gore tespit edilmistir. Kavun hatlari (Bardin ve ark., 1999;
Hosoya ve ark., 1999; McCreight 2006; Kristkova' ve ark., 2007); duyarli ve direng
irklarina karsi dominant bir gen tarafindan (Pm-2F) kontrol edilmistir. Kullanilan SSR
belirtecleri ile hiyarda Pm-2F genine karsi genomik analizler yapilarak 288-223 bp’lik
homolog bant elde edilerek SSR belirteci ile tespit edilmistir. Bunun yaninda yeni

gelistirilen CAPS (CAPS-Dde 1) markérinun etkili oldugu yapilan calismada ortaya
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konulmustur. Evrensel bir belirte¢ olarak kullanilan markér NBS-LRR geninden CAPS
markdri ve CAPS isaretleyicisinin etkinligi arastiriimistir. Arastirma sonucunda 13
genotipte kullemeye karsi dayanimlari incelenmistir. Bunun icin CAPS-Dde | markori
kullaniimistir. Varsayilan direnc geni Pm-2F geni icin potansiyel hedef saglamistir.

Katzir ve ark. (1996), Cucurbitaceae familyasina ait farkli tirler arasindaki
polimorfizmi, SSR markdrleri ile arastirmislardir. Kavun (Cucumis melo L.) genomik
kituphanesinden 5 ve hiyar (Cucumis sativus L.) sekans veritabanindan 2 SSR izole
edilerek primerler dizayn edilmistir. Elde edilen 7 SSR primeri, 8 kavun, 11 hiyar, 5
kabak, 1 balkabag ve 3 adet karpuz genotipinde test edilmistir. SSR primerlerinden 5’i
kavunlarda, 4’0 hiyarlarda, 3’0 kabaklarda polimorfizmi tespit ederken; denemede yer
alan 3 karpuz genotipinde polimorfizm bulunamamistir. Calismada Cucurbitaceae
familyasi Gyelerinden herhangi birine 6zgii SSR primerlerinin familyada yer alan diger
cinslerde de kullanilabilecedi sonucu ortaya ¢ikmistir.

Staub ve ark. (2000), Cucumis melo L. subsp. melo ve subsp. agrestis alt
tirlerine ait 46 kavun genotipi arasindaki genetik olarak iliskilerini, SSR ve RAPD
markorleriyle belirlemislerdir. Kullanilan markérlerden 64 RAPD primerinden 135, 17
SSR primerinden 54 bant elde edilmistir. Genotipler arasindaki polimorfizmin
degerlendirilmesinde RAPD primerlerinin 21’i ve SSR primerlerinin 7’si etKkili
olmustur. Genetik uzaklik hesaplamalari, cantalupensis’in dort yerel cesidinde,
inodorus’un bir yerel cesidinde, conomon’un bir genotipinde, flexuosus’un genotipinde
yaptimistir. Sonug olarak her iki markérden elde edilen veriler dogrultusunda gucli bir
korelasyonun oldugu ve bu belirteclerin calismada yer alan kavun genotipleri arasindaki
genetik iliskilerin belirlenmesinde kullanilabilecekleri bildirilmistir.

Staub ve ark. (2003), yaptiklari calismada, 17 yerel kavun cesidi ve olan
cantalupensis, inodorus ve flexuosus genotiplerinde yakin hatlarinda 24 primerden elde
edilen 65 adet RAPD belirteci ile 11 morfolojik 6zellik (meyve niteligi, verimle
iliskileri ve kulleme hastaligina karsi dayaniklilik kullanilarak degerlendirme yapilarak
gozlemlenmistir. Calismada yerel kavunlarin gesitlilik gosterdigi en yiksek varyasyon
grup flexuosus grubunda oldugunu belirtmislerdir. Diger Ulkelerdeki Bati Asya
(conomon) ve Akdeniz (inodorus) kavun islah programlarinda da, bu farklilik ve

varyasyondan yararlanilabilecegini dngérmuslerdir.
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Lopez-Sesé ve ark. (2002), cogunlugu inodorus kavun grubundan olan 15
Ispanyol kavun (C. melo L.) cesidi arasindaki polimorfizmi RAPD ve SSR
markorleriyle arastirma yapmislardir.  Yapilan calismada 36 RAPD primeri,
polimorfizme ait 100 bant verileri elde edilirken, 12 SSR primeri de 23 allel Gretmistir.
Her iki markor tekniginde de genotipler birbirinden ayrilmis, RAPD markoérleriyle %
25.6 ayrilirken, SSR markdrleriyle de % 66.7 oraninda polimorfizm elde edildigi
goralmastir. Ayni cesit grubu igerisinde yer alan genotiplerin kendi aralarinda da
yilksek seviyede genetik cesitlilik gostermesi ispanyol kavunlarinin oldukca genis bir
genetik temele sahip oldugunu ortaya koymustur.

Danin-Poleg ve ark. (2001), tarafindan yapilan calismada genetik cesitlilik
calismalarinda kullanilmak Gzere Cucumis tirlerinde toplam 61 SSR markord
gelistirilmistir. Karakterize edilen markdrlerin 40’1 (30 kavun ve 10 hiyar SSR’1), 13
kavun ve 11 hiyar (Cucumis sativus L.) genotipinde kullaniimistir. Elde edilen
sonuclara gore genetik uzaklik degerleri kavun igin 0.52 ve hiyar i¢in 0.28 bulunmustur.
Kavunlarda, egzotik ve tath kavun gruplari arasinda, hiyarda ise iki alt tir (C. sativus
var. sativus ve C. sativus var. hardwickii) arasinda belirgin bir farklilik tespit edilmistir.

Nakata ve ark. (2005), 67 Japon kavun (C. melo L.) cesidi arasindaki genetik
cesitliligi, 25 RAPD ve 9 adet SSR primeri ile arastirmislardir. Calismada kavun
cesitleri, cantalupensis (Earl’s, House, Galia, Charentais ve Ogen gesit tipleri), inodorus
(Honeydew ve Casaba kavunlari); Amarillo, Piel de Sapo, Rochet, Negro, Crenshaw ve
Tendral cesit tipleri conomon (Oriental ¢esitlerini) olmak Uzere 3 farkl tip yer almistir.
RAPD primerlerinden boyutlari 300-2300 bp arasinda degisen, primer basina ortalama
2.4 olacak sekilde toplam 56 adet polimorfik bant elde edilmistir. SSR primerlerinden
ise lokus basina ortalama 4 ve toplamda da 36 adet allel elde edilmistir. Her iki markér
sistemi ile tespit edilen en ylksek polimorfizm orani % 79 ile oryantal siniftan elde
edilmistir. En disuk polimorfizm (% 38) ise Earl’s tipi kavunlardan elde edilmistir.
Genel olarak RAPD markorlerinden SSR markorlerine gore daha yiiksek polimorfizm
elde edilmis ve arastiricilar bunun nedeninin SSR markdrlerinde incelenen lokus
sayisinin az olmasina baglamislardir.

Silberstein ve ark., (1999), yaptiklari ¢alismada kavunda (Cucumis melo L.)
molekiler varyasyonu belirlemek amaciyla RAPD ve RFLP markoérlerini

kullanmislardir. 13 kavun cesidinde 18 RAPD primeri kullanilarak yapilan ¢alismanin
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toplu analizlerinde, Hindistan ve Kuzey Amerika’dan C. melo var. momordica ve
Avrupa kavun gesitlerinde buyuk farkliliklar ortaya ¢ikmis, RAPD primerlerinde C.
melo var. cantalupensis ve C. melo var. momordica tlrleri arasinda %61 oraninda
polimorfizm oldugu gortlmustdr. 8 tirln alt tirt de RFLP problariyla incelenmis ve alti
kesme enzimle 56 probun denenmesi ile 8 tir arasinda polimorfizm % 80 oldugu
gorilmastir. Boylelikle yerel populasyonlar icerisinde genetik cesitliligin aranmasi
gorusi 6nem kazanmistir.

Sensoy ve ark. (2007), Tulrkiye'nin degisik bolgelerinden toplanmis ve bir
Avrupa Birligi projesi kapsaminda da karakterizasyonu yapilmis toplam 56 kavun
genotipini 23 adet yerli ve yabanci genotiple fenotipik ve molekdler olarak karsilastirma
yapiimis ve 61 fenotipik karakter 33 primerden elde edilen 109 adet polimorfik DNA
(RAPD belirteci) banti kullaniimistir. Fenotipik yéntemde, UPOV’un modifiye edilmis
deskriptor listesindeki 61 adet 6l¢lim veya gozlemden yararlanilmis, meyve analizleri ve
meyve Olcimleri ise 3 adet olgun meyvede yapilmistir. Kavun genotipleri arasindaki
genetik akrabalik dereceleri, fenotipik ve molekiler veriler kullanilarak elde edilen
degisik matrislerden dendrogramlar olusturularak incelenmistir. Calisma sonucunda her
ikisinde de tatl olmayan kavun tipleri ile tatl kavun tiplerinin farkli oldugunu ve tatli
tip Turk kavunlarinin cesitliliginin tath tip yabanci cesitlere gore fazla oldugunu ve
birbiriyle yakin iliskili genotiplerin cogunlugunun ayni bdlgeden toplandig
gorulmustdr.

Yildiz ve ark. (2014), Tirkiye’nin Dogu ve Guney Dogu Anadolu bélgelerinden
secilen kavunlarda 24 aksesyonun, 43 morfolojik 6zellik ve 207 molekiler DNA
belirteci ile karakterizasyon calismasi yuriutmuslerdir. Bu farkli gruplar arasindaki
genetik iliskiyi, fenotipik-molekuler verilerin kombinasyonu ile elde edilen dendogram
UPGMA ile bakmislardir. Morfolojik ve molekiler dendogramda, iki grup olustugu,
genotiplerin tatl ve tatsiz seklinde gruplara ayrildiini ifade etmislerdir. ilk grup
agrestis (CU305 ve CU375) ve dudaim (CU342)’den, ikinci grup ise conomon ve
flexuosus iceren 2 alt gruptan olusmustur. Belirsiz genotipler (CU171, 175, 179, 199 ve
10 347) inodorus aksesyonlari ile gruplanmistir. Morfolojik 6zelliklerde elde edilen
veriler ile temel bilesenler analizleri (PCA) sonucunda ilk grupta, cinsiyet, ovaryum
indeksi, ovaryum sekli, meyve eti kalinligi, ¢ekirdek evi uzunlugu, SCKM, meyve sekli,

aroma, meyve uzerindeki ag yogunlugu ve tat yer almaktadir. Tim 6lculen ozellikler ile
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PCA sonucunda, flexuosus, agrestis ve reticulatus gruplara ayirmistir. Meyve ozellikleri
bakimindan gruplar arasinda yiiksek bir varyasyon elde etmislerdir. Amerika orijinli
reticulatus grup genotipleri (CU360) ve Hindistan orijinli momordica grup genotipleri
(CU386) aykiri alt grup oldugunu ve Turkiye orijinli tim reticulatus grup genotipleri
digerleri ile gruplandiini ve ayrica buna ek olarak Van bolgesi orijinli olan tim
inodorus ve reticulatus genotiplerin digerleri ile gruplanmistir. Bu sonuglar daha iyi bir
verim ve diger Ozellikler icin kavun iyilestirme programlarinda kullanilan, genetik
cesitlilige iyi bir kaynak saglayan Turkiye gen havuzunda incelenmis 6zellikler igin
blyuk oranda varyasyonun oldugunu gostermislerdir.

Lin ve ark. (2009), fusarium solgunluguna dayanikl cesit i1slah programlarini
hizlandirmak amaciyla, dayanikli cesitlerin belirlenmesini hizli ve guvenilir sekilde
saglayan PCR temelli bir teknik gelistirmisledir. G05-SCAR primer seti olan
GsF5/GsR5, OPG05 RAPD primerinin dayanikli bireylerde ¢ogaltiimis oldugu bantin
sekanslama sonucu elde edilmistir. Bu SCAR primeri (GsF5/GsR5) sadece fusarium
solgunluguna dayanikli veya duyarli olan genotiplere spesifik olmak (izere 898 bp
araliginda bant olusturmustur. Fusariuma duyarli 12 cesit, 1 hat (SB) ve dayanikli 8
hatta SCAR primeri (GsF5/GsR5) ile yapilan tarama ¢alismasinda OPG05-898 markorii
tim dayanikl hatlarda tespit edilirken, duyarli olarak bilinen hat ve cesitlerde
gorilmemistir. Sonu¢ olarak, bu c¢alismada, karpuzda fusariuma direngli hizli
diferansiyasyon icin ya da ayri bir 6zellik icin PCR sisteminde SCAR markori
kullanilabilecegi belirtilmistir.

Chiba ve ark. (2003), kavunda (Cucumis melo L.) 31 adet mikrosatellit (SSR)
markort gelistirmis  ve bunlarin  temel olarak kabakgil familyasi turlerinde
kullanilabilirligini arastirmislardir. Bu mikrosatellitler ilk olarak, Cucumis melo’nun 6
farkh tdriine ait 12 hat ve cesitten olusan kavun genotipleri arasindaki genetik
cesitliligin belirlenmesinde kullanilmis ve toplam 28 markdr polimorfizm 6zellik
goOstermistir. Markorlerin kabakgil familyasinin farkh tdrlerinde uygulanabilirligini
arastirmak amaciyla 9 farkli turde uygulamalar yapilmis ve temel turler olan; hiyar,
kabak, karpuzda 13 markdr lokusu belirlenmistir. Tarler arasinda en fazla markér
Momordica charantia (24 adet), Cucumis sativus (20 adet) ve Cucurbita maxima (18
adet)’ dan elde edilmistir.
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Erding ve ark. (2013), Van Goli bolgesinden toplanmis olan 37 kavun genotipi
arasindaki genetik cesitliligini, molekuler diuzeyde ISSR ve RAPD belirtecleri ile
belirlemislerdir. 8 RAPD ve 10 ISSR primerlerden toplamda 121 polimorfik molekdler
markarler kullanmislardir. Grup icinde genetik benzerlik katsayisi 0.55 ve 1.00 arasinda
degistigi, benzer bdlgelerden toplanan genotiplerin veya akraba genotiplerin benzer
kiimelerde yer aldigini géstermistir. Van Goli havzasindaki genotipler arasinda genetik
cesitlilik parametreleri olarak H=0.175, 1=0.231 ve % 96.19 polimorfizm oldugunu
bildirmislerdir.

Garcia-Mas ve ark. (2000), kavun tiriine ait 6 genotip arasinda genetik farkliligi
6lgmek igin 3 farkli molekiiler belirteg gesidi (RAPD, AFLP ve RFLP) kullanmiglardir.
Piel de, Sapo, Ogen, P1161375, Pl1414723, agrestis ve C105 kavun genotiplerini
kullanmislardir. Tim kullanilan genotipler Gzerinde pek ¢ok sayida polimorfik RAPD,
AFLP ve RFLP polimorfizm elde edilerek benzerlikler o6l¢ulmustir. RAPD
analizlerinde toplam 500 primer test edilmis ve 204 (%40.8) primer en az bir polimorfik
bant icermis olup, 12 AFLP primer kombinasyonunun her birinden en az bir polimorfik
bant elde edilmistir ve %100 oraninda polimorfik bant elde edilmistir. Kullaniimis olan
82 RFLP primerinden ise 6 hat icin en az bir polimorfik bant elde edilmistir. Ulasilan
veriler dogrultusunda 3 markdr yonteminin de ayni derecede bilgi vermis olmasina
ragmen, AFLP markdr yonteminin polimorfizmi belirlemede en verimli ydntem
oldugunu gostermistir.

Kim ve ark. (2015), kavun hatlarinda ve hibrit tohum Gretimi sirasinda
andromonoik olan kavun cinsiyet tiplerinde elle emaskilasyon gereksinmesini ortadan
kaldirmak icin bir galisma planlamislardir. Bu nedenle, kendi kendine tozlasmayi
onlemek icin seckin germplazmda tek cinsiyetli cinsiyet tipleri gelistirmeye ihtiyac
duyulmustur. Calismada etilen Gretimi ile iliskili olan CmACS-7 geninin sekans
varyasyonuna dayali monoik bitkilerin segimi icin molekiler belirtecler gelistirilmistir.
CmACS-7 sekanslari, monoik (MO23) ve andromonoik (AM24) bir hattan
cogaltilmistir. CmACS-7 tarafindan diizenlenen, tek dominant bir gen tarafindan kontrol
edilmekte ve MO23 (220 bp) hattinda monoiklik vermektedir. Etilen Uretimini
duzenleyen CmACS-7 kavun cinsiyet ifade genleriyle de iliskilidir. MO23 x AM24
melezlerinden elde edilen 442 F, bitkilerinin cinsiyet ifadesi ve Tlex SCAR temelli

genotipi ile belirlenmistir. F, undaki cinsiyet ifade karakterleri, MO, AM ve IM
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fenotip siniflarina ayrilmistir. Monoik ve andromonoik F, populasyonunda 3: 1 oranla
ayrilmistir; burada 429 bitki cinsi (siniflandiriimamis 13 bitki) SCAR Dbelirte¢ ile
birlikte ayrilmistir ve CmACS-7 tarafindan diizenlenen tek renkli cinsiyet ifadesinin
tek bir baskinin kontrolu altinda oldugu bildirilmistir. MO23’te yaklasik 220 bp’ lik
parlak bir bant gdsterirken, andromonoik olan AM24’ te 200 bp’ lik tek bir parlak bant
gordlmastir. Bu nedenle T1 genotiplendirmenin sonuglari, kavun germplazmasina bagli
olarak monoik kavunlarda CmACS-7 boyutunun farkli olabilecegini géstermistir. Sonug
olarak T1 belirtecinin monoik analizlerde sinirlamalari vardir ve evrensel olarak
kullanilmaktadir. Tlex F / R olarak adlandirilan uzatilmis primerlerde ise MO23
Uzerinde test edilip, ancak ikinci 150 bp banti daha yiksek sicakliklarinda dahi hala
amplifiye edildigi tespit edilmistir. Bu isaretleyiciyi kullanarak 442 F, bitkisini
genotiplendirilmistir. Tamamen monoik olan 13 bitki arasindan tg¢unde AA marker
genotipi, 10 tanesinde Aa marker genotipi var olup SCAR T1’in monoik hattt RH107'de
180 bp PCR bantini ylkselttigini bildirmistir. Bununla birlikte, T1 monoik MO23'de
220 baz ciftlik bir bant gorilmis bu da CmACS-7’ nin allelik varyasyonunun monoik
kavun germplazasinda oldugunu ortaya koymustur. Monoikle birlestirilmis EXON
1'deki SNP alleline 6zgu CAPS markeri ise BIPI enzim kisitlama bdlgesine dayanilarak
gelistirilmistir. Sadece BIPI monoik cizgisinde SNP alanini tanidigindan BIPI kullanan
CAPS, SNP’nin allel ayirimi igin idealdir. Tahminen, EX1_C170T markoru igin PCR
primerleri hem monoik hem de andromonoik AM24’ten 424 bp fragmanlari elde
edilmistir.  SNP allel varyasyonlarini degerlendirmek icin, T1EX markorleri,
taksonomik ve cografik olarak farkli monoik ve andromonoik kavun hatlarindan 112
allel varyasyonu gormek icgin toplamak icin kullaniimis olup, fenotipik degerlendirme
yaptimistir. Bu degerlendirme sonucunda 21 monoik, 89 genotipin andromonoik oldugu
gorulmustdr.

Daryono ve ark. (2009), kavunda CMV-B2 direng geni ile baglantili iki RAPD
markorleri, kavunda CMV-B2 direng genini tespit etmek igin SCAR markdrleri
Yamatouri ¢esidinden klonlanarak dizayn edilmistir ve APB-0’ten tiretilen
SCAPBO05;046 belirtecinde tek DNA banti elde edilirken, OP-14’ten turetilen
SCOPE1454; de 16 bant vermistir. F, bitkilerde SCAR markor kokenli olan
SCOPE14s,;, ve SCAPBO05304s markorlerinin kodominant 6zellik  gosterdigi

g6zlenmistir. Sonu¢ olarak SCAR analizleri sadece kavunlarda degil, ayni zamanda
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RAPD markorleri tarafindan gozlemlenen belirsiz direng sonuglarina agiklik getirmistir
(Daryono ve ark., 2009).

Wang ve ark. (2010), kavunda fusarium solgunlugunu destekleyen Fom-2 igin
fonksiyonel markoérlerin gelisimi calismasinda, F; ve F, generasyonunda fusarium
solgunlugu direnciyle baglantili SNP gecerliligi CAPS ve allele 6zglii PCR yontemleri
kesfetmek icin ¢alisiimistir. Homozigot ve heterozigot direng genotipleri ile homozigot
duyarh genotipler CAPS yontemi kullanarak ayrilabilmektedir. Tespit edilen 3 SNP
fusarium solgunluguna baglantili olarak F, generasyonunda 1:2:1 bir ayrim orani
gozlemlenmistir. Ek olarak heterozigot diren¢g ve homozigot duyarli genotipler PCR
metodu kullanilarak F; generasyonunda acik bir sekilde ayirt edilmektedir. Sonug olarak
fusarium solgunlugu direnci ile baglantili SNP ’ye dayali Fom 2-2 LRR bélgesinin
SNP’den ortaya ¢ikan FmS belirlenmis ve kavunda dayaniklilik i1slahinda umut vaat
ettigi gosterilmistir.

Noguera ve ark. (2005), yaptiklari calismada kavunun andromonoik geni ile
baglantili olan ko-dominant SCAR mark6rinun haritalanmasi ve gelistirilmesini
hedeflemislerdir. AFLP bélimlerinin sekanslanmasi ve ¢ogaltiimasinda kullaniimis ve
dizayn edilmis olup 532 bitki genotipi haritalama calismalarinda kullantimistir. Farkli
boyutlar arasinda SCAR fragmentlerinin iki alleli 42 bp olarak belirlenmistir. Islah
programlarinda SCAR markoéri kavunlarda cinsiyet tipleri igin segilen trtinleri, MAS
yontemini kullanarak i1slah programlarinda faydali olabildigi tespit edilmistir.

Oumouloud ve ark. (2015), yaptiklar calismada kavunda fusarium solgunluk
etmeni 1rk 2’ye direncinin molekdler islah igin fonksiyonel markdorlerin gelisimi ve
Fom-1 geninin molekiler karakterizasyonu c¢alisiimistir. Son zamanlarda Fom-1 geni
Fom 0 ve 2 irklarina Kkarsi direng icin kullaniimis ve c¢ogaltiimistir. Bu c¢alismada
arastirmacilar bu gen icinde dizayn edilen primerlerinin t¢unu kullanarak bircok duyarl
ve direncgli kavun genotiplerinden Fom-1’in tam genomik sekansini (retmis ve
cogaltmislardir. Fom-1 lokusunun kod bélgesi icerisinde tek nlkleotidli polimorfizme
dayali olarak 2 CAPS markor Uretilmistir. Fom-1R 182+386 b¢ ve 568 bg¢ de bant
araligr vermis ve Fom-1S CAPS markoéru icin 262+306 bg ve 568 bg bant aralig
vermistir. Kavun islah programlari icin molekiler yardimli seleksiyonda her iki CAPS

markorinln agik bir sekilde kullanish oldugunu kanitlanmistir.
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Dhillon ve ark. (2007), yaptiklari ¢alismada Hindistan’in 2 tarimsal ekolojik
(nemli-tropik) bolgesinden toplanan 36 momordica (Cucumis melo var. momordica)
genotipleri arasindaki cesitliligi RAPD primerleri, meyve 6zellikleri, verim, zararli ile
hastaliklara dayaniklilik gibi morfolojik 6zellikler biyokimyasal belirtecleri kullanarak
belirlemeye calismislardir. Momordica kavun genotipleri arasinda bitki ve meyve
karakterleri agisindan tipik farkliliklar gortlmastir. Koleksiyondaki genotiplerin titre
edilebilir asit oranina sahip; mildiy6, CMV, ZYMV, PRSV, Aphis gossypii (Yaprak
biti) ve Meloidogyne incognita (Ko6k ur nematodu)’ya dayanikli oldugu analiz
edilmistir. RAPD markor teknigiyle yapilan molekiler karakterizasyona gére Hindistan
momordicalarinda zengin bir genetik cesitlilik kaynagi tespit edilmistir. Agrestis ve
momordica genotipleri ayni grup icerisinde yer alirken reticulatus genotipleri ise farkl
bir grup olusturmustur.

Monforte ve ark. (2003), yabani ve kudltlrt yapilan kavunlarin genel siniflarini
temsil eden 27 genotipin genetik cesitliligini incelemek icin yaptiklari ¢alismada 18
SSR veya mikrosatelit markor seti kullanmislardir. Calisilan materyalde toplam 114
allel tespit edilmis ve SSR icin oldukca polimorfik oldugu belirtilmistir. Kimeleme
analizleri sonucunda 2 ana grup olusmustur. Bunlarin da blyik cogunlukla Cucumis
melo’nun 2 alt tird olan agrestis ve melo ile uygun oldugunu belirlemislerdir. Farkl iki
gruptan en ¢ogu Akdeniz’den gelen genotip, Cin, Japonya, Kore ve Hindistan‘dan gelen
genotiplerdir. Basta Orta Afrika ve Hindistan olmak Uzere geri kalan genotiplerde
onemli bir genetik varyasyon kaynagi olabilecegi tespit edilmistir.

Wang ve ark. (2000), yaptiklari ¢alismada fusarium irk O ve 1’e direng iceren
Fom-2 genleriyle baglantii  markoérleri  tanimlamak icin  AFLP  belirtecleri
kullanmiglardir. Fom-2 ile baglantili olan AFLP markdrleri tanimlamak icin 200
ECORI/Msel ve 240 Pstl/Msel primer kombinasyonlarini kullanarak homozigot duyarl
ve direngli genotipler gorintulenmis, iki AFLP markori kullaniimis ve bu iki dominant
markor ebeveynler arasinda polimorfizm uzunlugu Ureterek spesifik PCR primerlerinin
dizayn edilmesiyle ko-dominant markorlere donustirilmuas olup 45 genotipin direng
fenotipleri ve parca boyutlart arasinda ylksek bir korelasyon gdéstermistir. Bu
markorlerin MAS’ta kullaniminin faydali olabildigi ortaya konulmustur.

Oumouloud ve ark. (2011), yaptigi calismada iki SCAR markdri, (Fom2-Rgg ve

Fom2-S34, Fom2 direncli ve duyarli alleller igin) gelistirilmistir. Bu alleller coklu
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PCR’de kombine edildiginde ko-dominant olarak kullanilabilmistir. Bu spesifik
markorler bir¢cok kavun tipini temsil edilerek 27 genotip lzerinde gecerli olmustur.
Kavunda Fom-2 geni icin bu iki markoérin maliyet etkinligini ve givenilirligini
gelistirmesini beklendigini ifade etmislerdir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada, Van Ydizinci Yil Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri

Bolima’ne ait iklim odasinda yetistirilen 11 F; hibrit kavun cesidi ile 13 kavun

genotipiyle birlikte toplamda 24 genotip kullanilmistir (Cizelge 3.1). S6z konusu

cesitlerin cogu yetkili firmalardan temin edilmistir. Calismada Fusarium solgunlugu,

cinsiyet, CMV ve kulleme icin 10 SCAR markori ve 5 CAPS markori olmak (zere

toplam 15 markor cifti kullanilmistir. Bu markérler Cizelge 3.2-3.5’te belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kavun genotip ve cesitlerine ait bilgiler

Genotip Fusarium Killeme CMV Cinsiyet ~ Temin Edilen Yer
CU-129 (inodorus) Dayanikh  ? ? Monoik cu
CU-305 (agrestis benzeri yabani kavun) Duyarli ? ? A.monoik CU
Y15 Isabelle
(cantalupensis) Dayanikhi  ? ? A.monoik  Pitrat- Fransa
Y63 (conomon) Dayanikh  ? ? Monoik Pitrat- Fransa
CU-269 (Semame,dudaim) Duyarli ? ? A.monoik  YYU
T4 Hasanbey (inodorus) Duyarli ? ? ? istanbul Toh
Y9 (conomon) Dayanikh  ? ? A.monoik  Pitrat- Fransa
Sira F1 (Galia) ? ? ? ? Manier Toh.
Serin F1 (Ananas) ? ? ? ? Manier Toh.
Bal6zl F1 (Galia) Dayanikh  Dayanikh  ? ? Vatan Toh.
Napolyon F; (Ananas) Dayanikh  Dayanikh 2 ? Gento-Toh.
Digital F; (?) ? ? ? ? Gento-Toh.
VCR-601 F1 (Ananas) Dayanikh  ? ? ? Gento-Toh
Polidor F1 (Galia) ? Dayanikli  ? ? Altin Toh.
Dragon F1 (?) ? ? ? ? Altin Toh.
Favori F1 (Galia) ? Dayanikli  ? ? Altin Toh.
Medetli F; (Ananas) Dayanikh  ? ? ? Yuksel Toh.
Galina F1 (?) ? ? ? ? Yiksel Toh.
Topatan Kavunu ? ? ? ? Balikesir-Yerli Toh.
Diivlek Muz Kavunu ? ? ? ? Balikesir-Yerli Toh.
Musakka Kavunu ? ? ? ? Balikesir-Yerli Toh.
Cilli Kavun ? ? ? ? Balikesir-Yerli Toh.
Beyaz Gdénen Kavunu (inodorus) Duyarli ? ? ? Balikesir-Yerli Toh.
T6 Acur (flexuosus)

Duyarli ? ? Monoik Bursa Toh.
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Cizelge 3.2. Fusarium solgunlugu belirteclerine ait bilgiler

Gen Markér  Markor tipi  Markoér Markér dizilimi

ismi

Kaynak

Fom-2 SCAR Ko-dominant  FM F=GAAGATGCAAAGAAAAAGAGAAGG

R=TCAATTAAACATTCTGATGCC
Fom-2 SCAR Ko-dominant AM F=CTTCATTATTCGAGGATGAC
R=CTTTCTGCACACCAACCAAAAGG

Fom-2 CAPS Ko-dominant  CAPS2 F= GGAAGTGAGGTGTTGAATT
R=TACACATTGGTCCGTTAGAC

Fom-2 CAPS Ko-dominant  CAPS3 F= AGACGTAGCATTGCTTCTCTAG
R=TGGCATCCTTCAGCACCTTC

Fom-2 SCAR Dominant Fom2-R,s F=GAGAAATTTGCAATGGGTGG
R=TTACACTATTATTGCTCAACTTGC
F=ATGAAAAGAAAAGATAACGACGA
R=ATTGCTCTAAGTTGATCATATTCTG

Fom-1 CAPS Ko-dominant  Fom1-R F=ATGAGTTTTGATAGTTTCATAAG

Fom1-S R=GAACACTCCCTTAGATACTT

Fom-2 SCAR Dominant Fom2-Sa4,

Wang et. al. 2000.

Wang et. al. 2000.

Wang et. al. 2011.

Wang et. al. 2011.

Oumouloud 2012.

Oumouloud 2012.

Oumouloud 2012.

Cizelge 3.3. Cinsiyet belirleme belirteclerine ait bilgiler

Gen Markor Markor Markor Markor dizilimi Kaynak
tipi ismi
CmACS-7 SCAR Ko-dominant T1 F=AACGGATGAAGAAGGAAAACG Feng et al.2009
R=ATATTGGGCAGTGTCCACACA
CmACS-7 SCAR Ko-dominant Tlex F=AACGGATGAAGAAGGAAAACGAAG Kim ve
R=ATATTGGGCAGTGTCCACACAAAA ark.2015
CmACS-7 CAPS Ko-dominant EXC F=TTGGCTCTCAAAAAGGAAA Kim ve
1701 R=CCCTCACAATTTTCCTCCAA ark.2015
Andromonoik SCAR Ko-dominant M3a F=GAATTCAAGGAAAGTTTTATATAT Noquera ve
R=ATTCTTCATAACTTCGATTAA ark.2004
Andromonoik SCAR Ko-dominant M3A F=GAATTCAAGGAAAGTTTTATAGAT Noquera ve
R=AATCTTCATAACTTCGATTAA ark.2004
Cizelge 3.4. Hiyar mozaik virus belirteclerine ait bilgiler
Gen  Markdr Markor tipi Markor Markor dizilimi Kaynak
ismi
CMV-B2 SCAR Dominant SCAPB05ys F=AACGCGCAACTTGATACAAATATA  Daryono ve ark 2009
R=AACGCGCAACAATAGAAGAACATC
CMV-B2  SCAR Dominant SCOPE14sys F=TGCGGCTGAGGACGGTTGGAGGTC  Daryono ve ark 2009

R=TGCGGCTGAGCATTCTCGAGCAG
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Cizelge 3.5. Kulleme hastaligina ait belirteg bilgileri

Gen  Markdr Markér tipi Markor ismi - Markor dizilimi Kaynak

Pm-2F  CAPS Dominant CAPS-Dde | F=GCCCAACCTTCAACTCGATA Zhang ve ark. 2012
R=TTGAATCTCATTTTTCTGTTGCAT

3.2. Yontem

Tez calismasi kapsaminda fusarium solgunlugu, hiyar mozaik virisu, kulleme
hastaligi ve cinsiyet belirlemede kullanilan bazi SCAR ve CAPS markorlerinin 24
kavun genotipinde etkinligi arastirifimistir. SCAR ve CAPS markdr yontemi
calismamizda belirlenen hastaliklara ve cinsiyet belirlemelerine gore sekansa 0zg
markorler PCR ortaminda ¢ogaltiimasiyla gerceklesmistir. CAPS markor tekniginde gen
spesifik markor ciftleriyle PCR ortaminda c¢ogaltilan amplifikasyon Grlnleri kesme

enzimleri ile kesilmistir (Jiang ve ark., 1997).

3.2.1. Kavun bitkilerinin yetistirilmesi

Cesitli bolgelerden temin edilen yerli ve hibrit cesitlere ait tohumlar iklim
odasinda her cesitten onar adet olacak sekilde gruplandirilarak saksilara ekilmistir (Sekil

3.1). Yaklastk 15-20 giin sonra bitkiler 2-3 gercek yaprak dénemindeyken geng

yapraklardan ornek alinmistir (Sekil 3.2).

f - o

Sekil 3.1. Kavun tohumlarinin saksilara ekilmesi.
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Sekil 3.2. DNA izolasyonu yapilacak kavun bitkileri.

3.2.2. DNA izolasyonu

Cimlenen kavun tohumlari fide asamasinda gercek yaprak (Sekil 3.3)
olusturduktan sonra DNA izolasyonu icin yaprak ornekleri alinarak (Sekil 3.4)
liyoflizatére konulmustur. iki giin boyunca -86 °C sicaklikta (Sekil 3.5) ve dusik
basincta liyoflize edilen yapraklar (Sekil 3.6) dgltulerek toz haline getirilip izolasyon
asamasina gecilmistir. Kavun yapraklarindan DNA izolasyonu Doyle ve Doyle (1990)’a
gore modifiye edilmis olan CTAB metoduna gore yapilmistir. Yapilan ¢alismalar ayri
basliklar halinde asagidaki gibidir.
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Sekil 3.4. DNA izolasyonu igin yaprak orneklerinin alinmasi.
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Sekil 3.5. Kavun yapraklarinin -86 °C sicaklikta bekletilmesi.

IHHHIHIIIIN
HIHHIHIIIHI

Sekil 3.6. Dusiik basincta yapraklarin kurumasini saglayan liyofilizator cihazi.

izole edilen DNA’larin miktar ve Kkaliteleri, 1 pl DNA &rnegdi kullanilarak
spektrofotometre (Nanodrop ND-100) ile o&lgilmastur (Sekil 3.7). Elde edilen
spektrofotometre sonuglari degerlendirilip, ilgili hesaplamalar yapilmis ve DNA
konsantrasyonlari énce 50 ng’a seyreltilip -20°C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.7. Bitki DNA kalitesi ve miktarinin Nanodrop cihazi ile belirlenmesi.

Izolasyon igin asagidaki adimlar sirasiyla takip edilmistir:

1. Ezilen 6rnekler 2 ml’lik ependorf tiplere konularak 500 pl CTAB tampon
cozeltisi (100 mM Tris-HCI, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, %2 CTAB, pH 8.0)
eklenmistir.

2. Tampon cozeltisi eklendikten sonra her 6rnek igin 10 pl 3-mercaptoetanol ve 10
ul proteinaz eklenerek tiiplerin agzi kapatilmis, drnekler 65 °C sicakliga sahip su
banyosu icerisinde (Sekil 3.8) 1 saat birakilmis ve bu sire igerisinde tupler
birkag kez hafifce karistirilmistir.

Sekil 3.8. Orneklerin 65 °C sicaklifja sahip su banyosu icerisinde bekletilmesi.
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3. Su banyosundan c¢ikarilan drnekler biraz soguduktan sonra 24:1 hacimli 500 pl
kloroform: izoamil alkol konularak 13500 rpm’de 30 dakika santrifij edilmistir.

4. Santrifuj islemi tamamlandiktan sonra ayrim tabakasi olusmus ve (st tabaka yeni
2 ml’lik eppendorf tlplerine aktarihp lzerine 28 pl sojuk amonyum asetat
eklenmistir. Daha sonra soguk isopropanoldan 204 pl eklenip 24 saat siireyle -20
%C’de birakilmislardir,

5. Bir gin sonra ornekler 13500 rpm’de 5 dakika santriftij edilip DNA dibe
cokturilmis ve geri kalan sivi tiplerden pipet yardimiyla uzaklastiriimistir.

6. Tuplere 700 pl %70 lik soguk ethanol eklenmis ve 13500 rpm’de 3 dakika
santriftij yapilarak yikanma saglanmistir.

7. Tupler bosaltildi§i sirada DNA’nin dismemesine dikkat edilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Pelet goruntisa.

8. Daha sonra 700 pl %95 lik soguk ethanol eklenmis olup yikama islemi
tamamlanmistir. Yikama tamamlandiktan sonra tiiplerde kalan etanolun

kurumast icin 55 °C’de yaklasik 20 dakika bekletilmistir.
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9. Kurutma islemi tamamlandiktan sonra 1 pl Rnase ve 100 pl deiyonize (ddh20)

su eklenerek izolasyon islemi tamamlanmistir.

3.2.3. PCR analizleri

PCR’da markér baglanma noktalari arasindaki kiicik DNA parcaciklarinin
milyonlarca kez ¢ogaltilmasi saglanmistir ( Sekil 3.10.) Reaksiyon ortami igin gereken
kalip DNA, DNA’ya yapisacak sentetik markorler, DNA’nin ¢ogalmasi igin gerekli
enzim olan Taq polimeraz, Taq polimerazin kofaktori olan MgCl,, ddH,O
eklenmesiyle PCR reaksiyonu hazirlanmistir (Cizelge 3.6). Hazirlanan reaksiyon,
markdrlerin baglanma sicakliklarina gére PCR donguleri ayarlanmistir. Bltiin markdorler
en az 3 defa denenmistir.

Sekil 3.10. PCR cihazi (Thermal Cycler).



Cizelge 3.6. PCR reaksiyonu
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Kullanilan Kimyasallar

Her drnek i¢in Kullanilan Miktar (ul)

ddH,o

TBE Buffer

MgC|2

dNTP

Primer (forward ve reverse)

Taq
DNA

Toplam Hacim

6.3
2
2.5
2
5+5
0.2
2
25

Cizelge 3.7. Belirteclerin baglanma sicakligi (°C)

Markor Baglanma Sicakhgi ilgili oldugu gen ve 6zellik ~ Kaynak

T1 56 °C CmACS-7 / Cinsiyet belirleme  Feng ve ark., 2009

Tlex 55°C CmACS-7 / Cinsiyet belirleme  Kim ve ark., 2015

EX1 C170I 55 °C CmACS-7 / Cinsiyet belirleme ~ Kim ve ark., 2015

M3a 56°C A.monoik / Cinsiyet belirleme ~ Noguera ve ark.,2005
M3A 56 °C A.monoik / Cinsiyet belirleme  Noguera ve ark.,2005
CAPS-Dde | 55 °C Pm-2F / Kulleme Zhang ve ark.,2012
FomlR/FomlS 53°C Fom-1 / Fusarium solgunlugu Oumouloud ve ark.,2015
AM 35°C Fom-2 / Fusarium solgunlugu Wang ve ark.,2000

FM 35°C Fom-2 / Fusarium solgunlugu Wang ve ark.,2000
CAPS2 60 °C Fom-2 / Fusarium solgunlugu Shiwei Wang ve ark.,2010
CAPS3 60 °C Fom-2 / Fusarium solgunlugu Shiwei Wang ve ark.,2010
SCAPB15:046 67 °C CMV-B2 / Hiyar mozaik virlisi  Daryono ve ark.,2009
SCOPE1454, 67 °C CMV-B2 / Hiyar mozaik virisi  Daryono ve ark.,2009
Fom2 Rys 61°C Fom-2 / Fusarium solgunlugu Oumouloud ve ark.,2011
Fom2 S, 62 °C Fom-2 / Fusarium solgunlugu Oumouloud ve ark.,2011

3.2.4. Jel goruntileme

PCR drinlerinin gorintilenmesi icin agaroz jel eletroforezi (Sekil 3.11.) ve

kapiller elektroforez (Sekil 3.13.) olmak uzere iki farkh sistemden faydalaniimistir.

PCR bilesenleri tim markarler icin ayni olup PCR dongu programi ilgili yayinlarda

belirtilen PCR kosullari uygulanmis olup elde edilen PCR urunleri %2.5’lik agaroz

jelde 120 V 3.5 saat sureyle agaroz jel elektroforezinde yurutalmastar.
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Sekil 3.11. Agaroz jel hazirlama asamalari
a) jelin mikrodalga firinda eritilmesi c) jelin tanka dokilmesi

b) jelin belirli bir stire sogutulmasi  d) jelin donmasi

Bu calismada drneklerimiz % 2.5’luk agaroz jele yuklenmistir. Bununla birlikte
agaroz jelde istenen 6lcude bant ayirimi saglanmadiginda agaroz jel yogunlugu % 2,5-3
olarak ayarlanmistir ve ortalama 3 saat 80-120V arasi elektrik akimi uygulanmistir.

Daha sonra UV isinlar altinda bant gorunttlemesi yapiimistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. PCR urunlerinin agaroz jele yuklenmesi ve goriintilenmesi.

a) PCR urtnlerinin elektroforez icerisinde bulunan agaroz jele yiklenmesi
b) UV goruntileme cihazi

Sekil 3.13. Kapiller cihazi (Qiaxcell screen software)



4. BULGULAR VE TARTISMA

Kavun fusarium solgunlugu icin FM, AM, Fom2 R4 ve Fom2 Sz4, SCAR
markorleri ile CAPS2, CAPS3, Fom-1R / Fom-1S CAPS markdrlerinin 24 kavun
genotipi Uzerinde analizi yapilmistir. Bu markdrlerden FM, Fom2 Rges, FOM2 Sz4, Ve
Fom-1R / Fom-1S igin goruntu alabilirken, CAPS2, CAPS3, AM ig¢in herhangi bir
gorintu alinamamistir.

Hiyar mozaik virtstne ait SCAPB05;046 Ve SCOPE14s4; SCAR markorleri ile
belirttigimiz 24 kavun genotipi Uzerinde analiz yapilmistir. SCOPE14s4; i¢in sonug
alinirken, SCAPBO05146 markdrinden sonug alinamamistir.

Killeme icin gelistirilmis olan CAPS-Dde | markori 24 kavun genotipi Uzerinde
calistimistir. Kesme enzimi kesme islemini gerceklestirilemedigi icin istenilen sonug
goruntisi alinamamistir.

Kavunda cinsiyet belirleme icin kullanilan T1, Tlex, M3a ve M3A SCAR
markorleri ile CAPS olan EX1 C1701 CAPS markdrleri 24 kavun genotipi Uzerinde

analiz yapilmistir. Fakat bu markoérler ile ilgili sonug alinamamistir.

4.1. Kavun Fusarium Solgunluguna (FOM)’a Ait Markérlerin PCR Analiz
Sonugclari

Bu calismada kavun fusarium solgunluguna ait dayaniklilik icin gelistirilmis
olan FM, AM, Fom2 R4os ve Fom2 S35, SCAR markdrleri ile CAPS2, CAPS3, Fom-1R
/ Fom-1S CAPS markdrlerinin 11 F; ve 13 yerli cesitleri olmak tzere 24 kavun genotipi
taramasi yaptlmistir. FM, Fom2 Ry Fom2 Sz4, ve CAPS Fom-1R / Fom-1S markér

ciftlerinden gorintu alinabilmistir.

4.1.1. FM markori

Fungal patojenin itk 0 ve 1’e direng iceren Fom-2 genleriyle baglantili
markarlerini tanimlamak icin gelistirilen ko-dominant SCAR FM markoéri 24 kavun
genotipi Uzerinde analiz edilmistir (Sekil 4.1-4.2, Cizelge 4.1). Bu ko-dominant
markortn dayanikhihk banti 564 b¢’de gorintu vermistir. Onbir F; ticari kavun

cesitlerinde 1 adet duyarli, 4 adet dayanikli, 4 adet heterozigot bant elde edilirken, 2
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adet F; cesidinde bant elde edilmemistir. Yerli kavun genotiplerinde 5 adet duyarli, 4
adet dayanikl 2 adet ise heterozigot olarak toplam 11 F; cesitten bant elde edilirken, 2
yerli cesitten bant elde edilmemistir. Ayni zamanda 24 kavun genotipinin hastaliklara
dayanimlariyla elde edilen sonuclar birbiriyle karsilastiriimistir.

Wang ve ark. (2000), yaptiklari ¢calismada diren¢ genine baglantili molekiler
markdrleri tanimlayarak direng genotiplerinin secimi icin énemli bir ara¢ olabildigini
ortaya koymuslardir. Fom-2 genleriyle baglantili markérleri tanimlamak icin AFLP’den
bu iki dominant (FM, AM) markdér, ebeveynler arasinda polimorfizm uzunlugu Ureterek
spesifik PCR primerlerinin dizayn edilmesiyle SCAR ko-dominant markorlere
donlsturmaslerdir. Fom-2 ile baglantili olan SCAR markérleri tanimlamak icin 200
ECORI/Msel ve 240 Pstl/Msel primer kombinasyonlarini kullanarak 564 bg’de
dayanikli genotipler goruntilenmistir. Kirkbes genotipin direng fenotipleri ve parca
boyutlar arasinda yiksek bir korelasyon géstermistir. Bu markdrlerin MAS’® ta
kullaniminin faydali olabildigi ortaya konulmustur.

FM ve AM markdrleri, 7 homozigot dayanikli ve 11 homozigot duyarli F;
cesidinden elde edilmis olan Fom-2 dayanikhlik geni, 1.7 ve 3.3 cM uzaklikta
bulunmaktadir (Wang ve ark., 2000). Elde edilen molekiler bilgiler dogrultusunda
Wang ve ark., (2000)’de yaptiklari ¢calismada kullanilan Fransa orjinli 1sabelle ve Shiro
Uri Okoyama cesitlerinin FM ve AM markoriinde dayanikli oldugu tespit edilmistir.
Calisitlan FM markéri ayni sonucu verirken, AM markdriinde herhangi bir bant elde
edilmemistir. Sensoy 2005’ te yaptigi calismada RAPD belirtecleriyle (EO7- G17) 8
yerli genotipinde yapay inokulasyonla fusariuma duyarlilik diizeyleri tespit edilmistir.
Bu tez calismasindaki ortak olarak kullanilan genotiplerde benzer sonuclar elde

edilmistir.
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Sekil 4.1. FM ko-dominant markoru ile elde edilen dayanikli 564 b¢’deki kapiller bant
goruntusu.

Sekil 4.2. FM ko-dominant markor ile elde edilen dayanikli 564 b¢’deki kapiller bant
goruntdsu.



Cizelge 4.1. FM belirtecine ait sonuclar
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GENOTIP

FOM DAYANIKLILIK (FOM-2 GENI)
MARKOR MEVCUDIYETI (564b¢)

© oo N o g B~ w D P

N N N N e T = T e vl T i o e
W N P O © © N O Ul A W N B O

CU 129

CU 305

Y15 Isabelle
Y63

CU 269

T4 Hasanbey
Y9

Sira F1

Serin F1

. Bal6zi F1

. Napolyon F1

. Digital F1

. Ver-601 F1

. Polidor F1

. Dragon F1

. Favori F1

. Medetli F1

. Galina F1

. Topatan

. Duvlek Kavunu
. Musakka

. Cilli

. Beyaz GOnen
24.

T6 Acur

?

A V2B v B v B V)

~> O »w XU XD

-~

w o »w UV T T X I T I T X

*: H: heterozigot dayanikli; R: homozigot dayanikli; S: homozigot duyarl

?: Bant elde edilmemistir.
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4.1.2. Fom2 Rygs ve FOom2 Sz4o markori

Fom2 R4os ve Fom2 S35, SCAR markorleri, Fom-2 genine karsi dayaniklilik ve
duyarhihk allelleri icin gelistirilmistir (Oumouloud ve ark., 2011). Gelistirilen bu
markorler 24 kavun genotipi Uzerinde analiz edilmistir (Sekil 4.3-4.5, Cizelge 4.2-4.3).
Bu markarlerin dayaniklilik banti 408 bg, duyarlilik banti ise 342 b¢’dir. Dayaniklilik
geni ile iliskili olan bant, 11 F; ticari gesitten herhangi birinde elde edilmezken, 13 yerel
genotipten 2 adet dayaniklilik banti elde edilmistir. Duyarlilik geni ile iligkili olan bant,
11 F; ticari cesitten 5 adet duyarlilik banti elde edilirken, 13 yerel cesitten 4 adet
duyarlilik banti elde edilmistir. Yerel gesitlerden Musakka kavunu hem duyarlilik banti
hem de dayaniklilik banti gorintist elde edilmistir. Bundan dolayi ko-dominant 6zellik
tasimis olup heterozigot bir genotip oldugu goralmastir. Genotip 6zellikleri ile
uyusumlu olmayan durumlarda, markor ile dayanikli gen arasinda iliskinin kesilmis
olabilecegi varsayilmaktadir.

Oumouloud ve ark. (2011), yaptigi calismada dayanikh ve duyarli alleller olmak
uzere iki SCAR (Fom2-R40s Ve Fom2-Sz4, Fom2) markord, gelistirilmistir. Bu alleller
coklu PCR icin kombine edildiginde ko-dominant olarak kullanilabilmistir. Fom2-R4os
markort 27 kavun genotipinde igerisinde 13 dayanikli bant elde edilirken, Fom2-Sss,
Fom2 markdrinde ise 17 duyarh bant goruntusu elde edilmistir. Kavunda Fom-2 geni
icin bu iki markérin maliyet etkinligi ve guvenilirligi acisindan gelistirmesini ifade
etmislerdir.

Sensoy 2005°te yaptigi calismada EO7 RAPD belirteciyle kullanilan yerli
genotip olan CU-269’da fusariuma duyarh oldugu tespit edilmistir. Fom2-Ss4, SCAR
markoriine gore de duyarh oldugu tespit edilmis olup E07 RAPD belirtecine gore
esdegerdedir. T4 Hasanbey genotipi fusariuma duyarl iken, Fom2-Rss SCAR
markorine gore dayanikli oldugu gorilmustir. EO7 RAPD belirtecine gére T6 Acur,
Gonen Beyazi ve CU 269 yerli genotiplerde fusariuma duyarli bant elde edilmistir.
SCAR Fom2-Sss, duyarli markorinde T6 Acur, GoOnen Beyazi’ndan bant elde
edilmezken, CU 269 genotipinde duyarli bant elde edilmistir.
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Sekil 4.3. Fom2 Rgg dayanikli markor ile elde edilen 408 b¢’de agaroz jelde bant
gorlntusu.

Sekil 4.4. Fom2 Sz, duyarli markor ile elde edilen 342 bg’de kapiller bant géruntusa.



Sekil 4.5. Fom2 S34, duyarli markor ile elde edilen 342 bg’de kapiller bant goruntusa.
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Cizelge 4.2. Fom2 R40s Ve FOm2 Sz, belirteclerine ait sonuclar

GENOTIP

FOM DAYANIKLILIK
(FOM-2 GENi) MARKORU
(408b¢)

FOM DUYARLILIK (FOM-2 GENI)

MARKORU (342bg)

N~ WNE

9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22,
23.
24,

CU 129

CU 305

Y15 isabelle
Y63

CU 269

T4 Hasanbey
Y9

SiraFy

Serin F;
Bal6zi F;
Napolyon F,
Digital F,
VCR-601 F,
Polidor F;
Dragon F;
Favori F;
Medetli F;
Galina F;
Topatan

Duvlek Kavunu

Musakka
Cilli

Beyaz Gonen
T6 Acur

1 U') 1 U') 1

o, om!' »n!

*R: homozigot dayanikli; *S: homozigot duyarli
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4.1.3. CAPS Fom1-R / Fom1-S markori

Fom-1 dayanikhlik genine bagh olarak gelistirilmis olan Fom1-R / Fom1-S
markorinin (Oumouloud ve ark., 2015), 24 kavun genotipi Uzerinde taramasi
yapiimistir. CAPS, Fom1-R / Fom-1-S markdrinde kesme enzim olarak dayaniklilik
banti eldesi icin BspCNI ve duyarlilik banti eldesi igin BspHI enzimi kullaniimistir
(Sekil 4.6-4.7, Cizelge 4.3-4.4). Direncli BspCNI enziminde kesme gorulmeyip, sadece
bant arali§i 568 bc¢’de 5 tane F; cesitten ve 5 tane de yerel cesitten sonug alinirken,
BspHI kesme enziminde bant araliklari ise 262+306 bg¢ ve 568 b¢ bant gorintisu elde
edilmistir. BspHI kesme enzimiyle sadece 1 yerel cesidin her ¢ banti da verdigi
belirlenmistir. F; gesitlerden, 9 adet 568 b¢’de gorintl elde edilirken, yerel cesitlerden 7
adet, gorunta elde edilmistir.

Oumouloud ve ark. (2015), yaptiklari ¢alismada kavunun Fom irk 2’ye olan
direncinin molekiler 1slah igin, markorlerin gelisimi ve Fom-1 geninin molekuler
karakterizasyonu ¢ahisiimistir. Bu ¢alismada, arastirmacilar bu gen icinde dizayn edilen
primerlerinin t¢und kullanarak birgok duyarh ve dayanikl kavun genotiplerinden Fom-
1’ in tam genomik sekansini Uretmisler ve cogaltmislardir. Fom-1 lokusunun kod
bolgesi icerisinde tek nikleotidli polimorfizme dayali olarak 2 CAPS markori
uretilmistir. Fom-1R 182+386 b¢ ve 568 b¢ de bant araligi vermis ve Fom-1S CAPS
markdri icin 262+306 bg ve 568 bg bant araligi vermistir. Kavun 1slah programlari igin
molekdler yardimli seleksiyonda her iki CAPS markéruniin acik bir sekilde kullanish
oldugunu kanitlanmistir (Oumouloud ve ark., 2015).

|

Sekil 4.6. CAPS Fom1-R / Foml1-S (BspHI kesme enzimi) markorl ile elde edilen
262+306 b¢ ve 568 bg’nin agaroz jeldeki bant gorintisd.
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Sekil 4.7. CAPS Fom1-R / Fom1-S (BspCNI kesme enzimi) markori ile elde edilen 568
b¢’nin agaroz jeldeki bant gorintisd.



42

Cizelge 4.3. CAPS Foml-R / Foml-S markérine ait duyarh ve dayanikli kesme
enzimiyle elde edilen sonuglar

GENOTIP FOM DUYARLILIK (FOM-1 FOM DAYANIKLILIK (FOM-1 GENI)
GENi) VE DUYARLILIK VE DUYARLILIK (BSPHI KESME
(BspCNI  KESME ENZiMi) ENZziMi) MARKORU MEVCUDIYETI
MARKORU MEVCUDIYETI (262+306 ve 568 bg)
(568 b)

1.CU 129 - + (568 bg)

2.CU 305 + (568b¢) H (262+306+568 bg )

3. Y15 isabella - + (568 bg)

4.Y63 - + (568 bg)

5. CU 269 - + (568 bg)

6. T4 Hasanbey - -

7.Y9 - -

8.SiraFl - + (568 bg)

9. Serin F1 - + (568 bg)

10. Bal6zu F1 + (568 bg) + (568 bg)

11. Napolyon F1 - + (568 bg)

12. Digital F1 + (568 bg) + (568 bg)

13. VCR-601 F1 - + (568 bg)

14. Polidor F1 + (568 bg) + (568 bg)

15. Dragon F1 - + (568 bg)

16. Favori F1 + (568 bg) -

17. Medetli F1 + (568 bg) + (568 bg)

18. Galina F1 - + (568 bg)

19. Topatan + (568 bg) -

20. Duvlek Kavunu - + (568 bg)

21. Musakka + (568 bg) -

22. Cilli - -

23. Beyaz Gonen + (568 bg) + (568 bg)

24. T6 Acur + ((568 bg) + (568 bg)

*: H: heterozigot dayanikh *: (+): bant mevcut (568 b¢) * :(-): bant mevcut degil
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4.2. Hiyar Mozaik Virtasune (CMV) Ait Markorin PCR Analiz Sonugclari

Bu calismada hiyar mozaik virusiine karsi gelistirilmis olan iki dominant
SCAR markori (SCAPB051046 Ve SCOPE14s41) (Weeden ve ark., 1992; Staub ve ark.,
1996), 24 kavun genotipi Uzerinde cahsiimistir. SCAPBO051046 markoriinden bant

gorintusu elde edilmezken, SCOPE14s4; markoriinden sonug alinabilmistir.

4.2.1. SCOPE14541 markori

CMV-B2 diren¢ genini tespit etmek icin dizayn edilen (Weeden et al.1992;
Staub et al.1996), dominant SCAR markérlerinin 24 kavun genotipinde etkinligi
arastiritimistir. APB-05’ten turetilen SCAPBO05;046 markorinden bant elde edilmezken,
OP-14’ten tiretilen SCOPE14s4;’te 11 F; cesitten 7 adet, 13 yerel ¢esitten de 8 adet
bant goruntisu elde edilmistir (Sekil 4.8-4.9, Cizelge 4.4).

Kavunda CMV-B2 diren¢ geni ile baglantili iki RAPD markériinden, kavunda
CMV-B2 diren¢ genini tespit etmek icin SCAR markorleri dizayn edilmistir ve
Yamatouri ¢esidinden klonlanmistir. APB-05’ten turetilen SCAPB05 markorinden bir
DNA banti elde edilirken, OP-14’ten tlretilen SCOPE14’te 16 bant vermistir. Sonug
olarak SCAR analizlerinin sadece kavunlardaki etkinligi degil ayni zamanda RAPD
markorleri tarafindan gozlemlenen belirsiz direng sonuglarina da agiklik getirmistir
(Daryono ve ark., 2009).
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Sekil 4.9. SCOPE14s4; Markori ile elde edilen 541 b¢’deki kapiller bant gorintdsu.
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Cizelge 4.4. SCOPE14sy; belirtecine ait sonuglar

GENOTIP CMV DAYANIKLILIK (CMV-B2
GENI) MARKORU MEVCUDIYETI
1.CU 129 +
2. CU 305 +
3. Y15 Isabelle -
4.Y63 -
5. CU 269 +
6. T4 Hasanbey +
7.Y9 +
8. SiraFl +
9. Serin F1 +
10. Balbzu F1 +
11. Napolyon F1 -
12. Digital F1 +
13. VCR-601 F1 +
14. Polidor F1 +
15. Dragon F1 +
16. Favori F1 -
17. Medetli F1 -
18. Galina F1 -
19. Topatan -
20. Dlvlek Kavunu +
21. Musakka +
22. Cilli +
23. Beyaz GOnen -
24. T6 Acur -

*: (+): bant mevcut * :(-): bant mevcut degil
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4.3.1. Calismada kullanilan diger belirteglere ait bulgular

Cinsiyet belirlemede kullanilan T1, Tlex, M3a ve M3A SCAR markdrleriyle
EX1 C1701 CAPS markoriyle herhangi bir sonuc elde edilememistir. Fusarium
solgunluguna ait AM, CAPS2 ve CAPS3 markdrlerinden de istenilen herhangi bir sonug
alinamamistir. Killemeye karsi gelistirilen CAPS; CAPSDde | markdrinin kesme
enzimiyle sonu¢ alinamadigi gorilmustir. Ayni zamanda CMV’ye dayali gelistirilen

dominant SCAPB15;046 dan da sonug alinamadigi géralmastr.



5. SONUC VE ONERILER

Diinyada, kavunda tek ve birden ¢ok 6zelligi barindiran genler veya QTL lerle
ilgili molekiler belirtecler (markorler) gelistirilmeye devam edilmektedir. Molekdler
belirtecler kavunda tarimsal acidan birgcok énemli 6zellik i¢in genlerin ve QTL’lerin
belirlenmesinde veya haritalanmasinda molekiler yardimli seleksiyon yontemiyle
kullanish ve faydali olabilmektedir. Morfolojik ve biyokimyasal markorler yapilarindan
kaynaklanan dezavantajlarindan dolayr ginimizde yerini ya molekiler markorlere
birakmaktadir ya da molekiler markarler ile birlikte karsilastiriimali calismalarda
kullaniimaktadir. DNA esas alinarak yapilan teshislerde gozlemlenen polimorfizm
morfolojik ve biyokimyasal markor tekniklerinde gozlemlenenlere oranla daha
yuksektir. Ayrica molekller yontemlerde kucik bir miktar DNA yontemin
uygulanabilmesi icin yeterli olmaktadir. Bununla birlikte, literatirde belirtilen tim
markorler kavun 1slah programlarinda uygulanamamaktadir. Markorleri  yeniden
tanimlayabilmek, belirli 1slah hatlarinda faydalilik, cogaltilabilirlik, yeni polimorfik
markorleri tanimlamak ve gelistirmek icin genellikle ek cabalar gereklidir. Bu
calismada, fusarium solgunlugu, hiyar mozaik virtsu, killeme ve cinsiyet belirleme igin
literatiirlerde belirtilen gelistirilmis olan markdrler icinden 15 tanesi secilmistir. Secilen
CAPS ve SCAR markorleri 24 kavun genotipi izerinde test edilmistir.

Turkiye kavunlarindaki Fusarium solgunluguna, hiyar mozaik virlsune,
killemeye ve cinsiyet belirlemelerin molekiler yoéntemlerle arastiriimasi amaciyla
yapilan bu calismada asagidaki sonuclara ulasiimistir.

Fusarium solgunlugu igin, FM, Fom2 R4, FOom2 Sgs, Fom-1R / Fom-1S
markorleri 24 kavun genotipi Uzerinde test edilerek sonug¢ alinmistir. Bu sonuglar
Oumouloud ve ark. (2013; 2015)’nin calismalari ile Wang ve ark. (2000)’nin yaptigi
calismalar sonucunda paralellik gosterdigi tespit edilmistir. Bu markorlerin kavun
1slahinda etkin bir sekilde kullanilabilecegi dustinilmektedir.

Fom2 Ry, Fom2 Sz, SCAR belirteglerinde elde edilen sonuglar 408 bg
dayaniklilik banti ve 342 bg duyarli bant elde edilmistir. Fom2 R4gs, belirtecinde 2 yerli
genotiplerde bant gorlntlsi elde edilmistir. 24 kavun genotip ¢esidinde duyarli genotip
tespitinde 9’u basarili olmustur. Buna karsilik diger genotiplerde Fom-2 dayaniklilik

genine daha uzakta olusu bant elde edilememesinin oldugu dustntlmektedir. Bunun
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yaninda laboratuvar kosullari ve molekiler kimyasallardan da kaynaklanabildigi
varsayllmaktadir.

Hiyar mozaik virtst icin test edilen SCAR SCOPE14s4 ve SCAPBO05;046
markorl 24 kavun genotipi Uzerinde tespit edilmistir. SCOPE14s,4; icin sonug alinmistir.
Bu sonug¢ Daryono ve ark. (2009), yapti§i ¢calismayla paralellik gostermistir ve klasik
testlemeye alternatif olabilecegi diisunilmektedir.

Fom-1 genine bagl olarak gelistirilmis olan Fom1-R / Fom1-S markori ise 24
kavun genotipi tzerinde taramasi yapiimistir (Oumouloud ve ark., 2015). CAPS, Fom1-
R / Fom-1-S markorinde kesme enzim olarak dayaniklilik banti eldesi icin BspCNI ve
duyarlilik banti eldesi igcin BspHI enzimi kullanilmistir. Kesilme sadece duyarlilik
bandinda olmustur. Duyarli ¢esit olan bant duyarli olan kesme enzimiyle uyusmakta
oldugu gorilmustir. Duyarli BspHI kesme enziminin glvenle kullanilabilecegini
gostermistir. BspHI enzim kesiminde bant araliklari ise 262+306 bg ve 568 b¢ bant
gorintusu elde edilmistir. Sadece bir duyarli gesitte kesme enzimi kesilmistir.

Cinsiyet belirlemeyi saglayan andromonoik ve monoik T1, Tlex, M3A, M3a
SCAR markorleriyle EX1_C170T CAPS markoértinden olumlu bir sonu¢ alinamamistir.
Belirtecler ile ilgili bantlar gorilmemis ve genotipler hakkinda herhangi bir goruse
varilmamistir. Killeme igin; CAPS Pm-2F genini taniyan CAPS markdrinde de
glvenilir sonu¢ alinamamistir. Markoriin bant araligi géralmis olup, kesme enzimiyle
kesme islemi gerceklesmemistir. Fom-2 genini taniyan DNA belirteci olan CAPS2 ve
CAPS3, CAPS markorlerinden de sonug¢ alinamamistir.

Bunun yani sira elde edilen sonuglar gen kaynaklarinin korunmasinda kolaylik
saglayacagl ve Kklasik 1slah yontemlerine kaynak olusturacagl duistunilmektedir.
Turkiye’nin sahip oldugu zengin kavun populasyonlarinin ginimiz biyoteknoloji
imkanlarinin modern kavun islahina katki saglamasi ve kavunda ileride degisik hastalik
ve zararlhlara karsl reaksiyonlarin da dnceden bilinmesi kavun islahina 6nemli katkilar
saglayacagi da dustntlmektedir.

Dayaniklilik 1slanh programinda en blylk zorluk ebeveynlerin (duyarl ve
dayanikli  bireyler) melezlenmeleri sonucu elde edilen dayanikli bireylerin
belirlenmesidir. Basta birden fazla gen olmak Uzere, birka¢ gen ve tek gen tarafindan
idare edilen dayaniklilik Ozelliklerini (karakterleri) normal sartlarda geleneksel islah

yontemleri ile belirlemek zaman almakta, fazla is glicli gerektirmekte ve cok gii¢
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olmaktadir. Bununla birlikte bir bitkiyi ayni anda birden fazla hastalik veya zararl
etmenle testlemek geleneksel yontemlere gore hemen hemen imkansizdir. Butin bu
zorluklar molekuler markorlerin devreye girmesiyle (stesinden gelinebilmektedir
(Ballvora ve ark., 1995; Bradshaw ve ark., 1998; Lu ve ark., 1999).

Kavun 1slah programlarinda molekiler belirtec yardimli seleksiyon amacli
gelistirilmis markorlerden sadece icte birinde (5/15) etkin bir sonug alinmistir. Ote
yandan kapiller elektroforezin agaroz jel elektroforezden daha etkin oldugu
gorulmektedir. Markdrlerin seleksiyonda etkili olabilecegi fakat markdrlerin gene
uzaklik durumunun, dikkate alinmasi; klasik hastalik testleme calismalari ile de testleme
yapiimasinin faydali olacagl dustnulmektedir. Kapiller ydntemin hem zamandan
tasarruf hem de 1 pl 6rnekte bile givenilir sonu¢ alinabilmesinin yaninda yizlerce
ornegi kisa bir zaman diliminde test edebilmesinden dolayr avantajlari oldukca
yuksektir.

Bu yuzden literatiirde farkli populasyonlar kullanilarak elde edilmis belirteglerin
ulkemiz populasyonlarinda kullanilmasinda sikintilar olabilecektir. Klasik hastalik
bulastirma yontemlerinden yararlanilarak, kavun genotiplerinin dayanikliliklari yapay
inokulasyonla da hastalik belirlenmesi ve genotiplerin dayanikliliklari tespit edilmesi
6nem arz edecektir. Elde edilecek MAS sonuglarin klasik hastalik bulastirma yontemleri
ile desteklenmesi faydali olacaktir.

Entansif tarim uygulamalari yizinden hastalik ve zararhi etkenleri sirekli
kendilerini degistirme kapasitesine sahiptirler. Bu yuzden hastalik ve zararlilara
dayaniklilik saglayan yeni gen kaynaklarinin bulunmasi ve bunlarla iliskili gtvenilir ve
etkin belirteclerin islah programlarina gelecekte yogun bir sekilde kazandiriimasi 6nem

arz etmektedir.
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