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Kavun islah programinda gelistirilen aday hibritlerin Fusarium
oxysporum f. sp. melonis'e molekiiler olarak dayanikhlik
durumlarinin tespiti ve verim degerlerinin belirlenmesi
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Ozet

Fusarium oxysporum f. sp. melonis (FOM) kavun yetistiriciligini sinirlandiran,
toprak kokenli en 6nemli fungal hastaliklardan birisidir. Hastaligin 0, 1, 2 ve 1-2
olmak lizere doért rki vardir ve llkemizde hepsi de gorilmektedir. Fakat en yaygin
gordlen irklar 1 ve 2'dir. Bu hastaligin kontroliinii saglamak igin fungisitler
kullanilmaktadir. Ancak fungisitler kalici bir koruma saglamamaktadir. Bu nedenle, bu
hastalia karsi dayanikli gesitlerin kullaniimasi ve gelistiriimesi, fungisit kullanimina
alternatif ve kesin bir koruma sagdlamaktadir. Calismada Bati Akdeniz Tarimsal
Arastirma Enstitlisi (BATEM) kavun i1slah programinda gelistirilen 8 adet aday hibritin
Fusarium oxysporum f. sp. melonis'e molekiiler olarak dayanikllik durumlari ile verim
degerleri belirlenmistir. Molekiiler calismalarda Fusarium’da Fom-2 geninin kontrol
ettidi 0 ve 1 nolu irka dayaniklihdi belirlemek amaciyla SSR154 primeri, Fom-1 geninin
kontrol ettigi 2 nolu irk igin ise, NBS1-CAPS primeri kullaniimistir. Calismada yer alan
8 adet aday hibrit verim acgisindan karsilastirildiginda, FC 98 nolu hibrit kontrol cesit
olarak kullanilan Citirex F1 gesidine yakin bir verim dederi alarak, diger adaylar
arasinda ilk sirada yer almis ve Ureticilerin hizmetine sunulmustur.
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Determination of resistances to Fusarium oxysporum f. sp. melonis
by using molecular method and yield performances of hybrid
candidates developed in melon breeding program

Abstract

Fusarium oxysporum f. sp. melonis (FOM) is one of the most important fungal
diseases in melon cultivation. The four races called 0, 1, 2 and 1-2 for FOM have
been identified. Although all of FOM races are seen in our country, races 1 and 2 are
the most common. Fungicides are used to provide control of this disease. However,
fungicides don't provide permanent protection. Therefore, resistant varieties are used
to provide an alternative to fungicides and a certain protection against the disease.
In this study, yields and resistances to FOM of 8 melon Fl hybrids developed in the
melon breeding program of BATEM (Bati Akdeniz Agricultural Research Institute)
were determined. In molecular studies, SSR154 primer was used to determination of
disease resistance for race 0 and 1 and NBS1-CAPS primer was used for race 2 of
FOM. As a result, this study showed that FC 98 hybrid variety had a yield potential
close to Citirex F1 hybrid variety and leading among the other candidate varieties.
This promising hybrid variety has been presented to vegetable growers.
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1. Giris

Tirkiye’nin kavun Uretimi 2013 verilerine gére 1699 550 ton’dur (TUIK,
2013). Kavun retiminin biiyiik bir bélimi Ege, Marmara, I¢ Anadolu, Dogu
Anadolu ve Giineydogu Anadolu Bolgesinde yapilmaktadir .

Fusarium oxysporum f. sp. melonis (FOM), gerek lilkemizde gerekse
diinya’da kavun vyetistiriciligini sinirlandiran en 6nemli fungal hastaliklardan
birisini olusturmaktadir. Toprak kdkenli patojen olan FOM, 0, 1, 2 ve 1-2
olmak (zere 4 irka sahiptir (Risser vd., 1976; Mas vd., 1981; Martyn ve
Gordon, 1996). Ulkemizde hastalik ilk olarak 1939 yilinda Manisa’da
gorilmistir (Bremer, 1944). Kavunda solgunluk hastaligina dayanikhlik
Fom-1, Fom-2 ve Fom-3 olmak lzere (i¢ gen tarafindan kontrol edilmektedir
(Mas vd., 1981; Zink ve Gubler, 1985; Martyn ve Gordon, 1996). Fom-1 geni
irk 0 ve irk 2'ye karsi monogenik dayanim saglamakta (Brotman vd., 2005;
Tezuka vd. 2009), Fom-2 geni irk 0 ve irk 1'e karsi (Joobeur vd., 2004;
Tezuka vd., 2009), Fom-3 geni ise Irk 0 ve Irk 2'ye karsi dayanimi kontrol
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etmektedir (Zink ve Gubler, 1985; Schreuder vd., 2000). Bununla birlikte irk
1,2'ye dayanim kantitatif 6zellik gdstermektedir (Blancard vd., 1994).

Hastallk etmeni bitkinin kok bodazini veya koklerini infekte edip
bitkinin su alimini engelleyerek solgunluk meydana getirmekte yapraklarda
sararma ve iletim demetlerinde kahverengilesme olugsmakta gelismenin
ilerleyen dénemlerinde ¢okme ve kurumalar meydana gelmektedir. Genelde
hasata yakin dénemlerde kendini gdsteren bu belirtiler nedeniyle meyve
kalite ve miktari &nemli olglide dismektedir. Hastalida karsi dayanikli
cesitlerin gelistirilmesi hastaligin kontroliinde kesin bir ¢ziim saglamaktadir.

Islah calismalarinda, hastalia dayanimi saglayan gene yakin
molekiler markirlarin kullanimi, daha kisa stirede ve daha gtivenilir sonuglar
elde etmemizi saglamaktadir (Oumouloud vd., 2008). Bu amacla, tilkemizde
de sebze islahinda bircok 1slahgi markir yardimli seleksiyon (MAS)
calismalariyla molekiler markirlardan yararlanmaktadir. Pinar vd. (2013),
domateste Fusarium oxysporum f. sp. lycopersiclye dayaniklilik islah
programinda, molekiler markér yardimh seleksiyon (MAS) ile FOL irklarina
(0, 1, 2) dayanikliik saglayan genlere bagh gelistiriimis SCAR ve CAPS
markirlar kullanmistir. Yine, Celik vd. (2013), Patates Y Virlisu (Potato Virus
Y = PVY)ne dayanikli sivri biber hatlarinin gelistiriimesinde molekiiler
markirlardan yararlanmistir.

Bu calisma ile yazlik kavunlarda gelistirilen aday hibritlerin Fusarium
oxysporum f. sp. melonise (rk 1 ve irk 2) karsi dayanikhlik durumlari
molekiiler olarak tespit edilmis ve gelistirilen aday hibritler verim agisindan
dederlendirilmistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal

Molekiller testleme galismalarinda cesit-verim denemesine alinan 8
hibrit, Fusarium’un 0 ve 1 nolu irki icin SSR154 primeri (Joobeur vd., 2004),
Fusarium’un 2 nolu irki igin ise; NBS1-CAPS primeri, Ncol kesim (restriction)
enzimi (Brotman vd., 2005),DNA izolasyonu ve PCR calismalari igin sarf
malzemeler; melezleme calismalarinda 9 adet ebeveyn kullaniimistir. Cesit
verim denemesi calismalarinda ise 8 adet hibrit ve 2 adet kontrol cesit
(Citirex ve Bal6zii) kullanilmistir.
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2.2. Yontem
2.2.1. Molekiiler testleme ¢alismalar

DNA izolasyonu CTAB protokoliine (Doyle ve Doyle, 1990) gore
yapimistir. DNA'lar TE bufferda -20°C'de muhafaza edilmistir. DNA
konsantrasyonlari lamda DNA kontrolii kullanarak %1 lik agaroz jelde tespit
edilmistir.

2.2.2. PCR reaksiyon kosullari ve protokolii

Fusarium'un 0 ve 1 nolu irki icin; Joobeur vd. (2004)'nin yapmis
olduklari galismadan bir takim modifikasyonlar yapilarak belirlenmis, SSR154
primeri kullanilmistir. PCR reaksiyonlari 15 pl hacimde gergeklestirilmistir.
Reaksiyonlar; 2.0 pl DNA (20 ng DNA), 2.0 pl ANTP (0.1 mM dNTPs), 2.0 pl
MgCl, (2.5 mM MgCl,). 0.2 pl Taq (0.6 UTag DNA polymerase), 1.0 pl her

bir primer (0.3 uM her bir primer), 2.0 yl PCR buffer ve 4.6 pl ddH,O

kullanilarak gergeklestirilmistir. PCR protokoll; 1 déngu 94°C'de 3 dk,
ardindan 30 dongu olacak sekilde, 94°C'de 30 sn, 50°C'de 30 sn, 72°C'de 1
dk ve son olarak da 1 dongli 72°C'de 10 dk seklindedir. PCR rinleri %2'lik
agaroz jelde, 110 V'de 2 saat ydritildikten sonra, UV 1sidi altinda
gozlenmistir. Fusarium’un 2 nolu irki icin; PCR reaksiyon kosullari ve
protokolli, Brotman vd. (2005)'nin yapmis olduklari ¢alismadan bir takim
modifikasyonlar yapilarak belirlenmis, NBS1-CAPS primeri kullaniimigtir. PCR
reaksiyonlari 20 pl hacimde gergeklestirilmistir. Reaksiyonlar; 4.0 pl DNA (20
ng DNA), 2.0 pl ANTP (0.1 mM dNTPs), 2.5 pl MgCI2 (2.5 mM MgCl,). 0.2 i

Taq (0.6 U Taq DNA polymerase), 1.5 pl her bir primer (0.3 uM her bir
primer), 2.5 yl PCR buffer ve 5.8 pl ddHZO kullanilarak gergeklestirilmistir.

PCR protokolii; 1 déngi 94°C'de 5 dk, ardindan 35 déngi olacak sekilde,
94°C'de 1 dk, 55°C'de 50 sn, 72°C'de 1 dk ve son olarak da 1 doéngii
72°C'de 5 dk seklindedir. PCR Urinleri %2’lik agaroz jelde, 110 V'de 2 saat
yuritdldikten sonra, UV 1s1d1 altinda gozlenmistir. Jel Gzerinde 250 bp bant
gorildikten sonra, Ncol kesim enzimi kullanilarak kesim islemi yapilmistir.
Kesim iglemi 25 pl hacimde gergeklestirilmistir.

Cesit verim denemesinde kullanilan hibritlerin elde edilmesi igin
yapillan melezleme calismalarinda ana olarak kullanilan bitkilerdeki gigek
tomurcuklarinin anterleri anthesis safhasindan bir glin énce, pens yardimiyla
emaskule edilerek, keseler ile izole edilmistir. Ertesi giin anthesis safhasinda
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iken baba bitkilerin gigekleri toplanmis, erkek organlardan alinan polenler,
ciceklerin disicik tepelerine siriilmis, melez numarasi, melezleme tarihi
iceren etiketler takilarak tekrar kese ile izole edilmistir. Melezlemeler sabah
saatlerinde yapilmistir. Meyve tutumunun gergeklestigi anlasildiktan sonra
keseler cikartilarak melez meyveler blyitllerek olgunlastinimistir. Cesit
verim denemesi calismalarinda 2013 yilinda 8 hibrit kombinasyonu, 2 piyasa
cesidi (Critirex ve Bal6zi) ile 3 tekerriirli ve her tekerriirde 10 bitki olacak
sekilde tesadiif bloklar deneme desenine gore denemeye alinmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Calismamizda, yazlik kavunlarda gelistirilen aday hibritlerin Fusarium
oxysporum f. sp. melonise karsl dayanikliik durumlari molekiler olarak
tespit edilmis ve gelistirilen aday hibritler verim acgisindan degderlendirilmistir.
Irk 1’e dayaniklilik saglayan Fom-1 geni icin kullanilan SSR 154 markirindan
homozigot dayanikli bireylerde Joobeur vd., (2004)'nin bildirmis oldugu 299
bp biyikliglindeki band tespit edilmistir. Hassas bireylerde ise 305 bp
biylikligiinde band belirlenmistir (Sekil 1). Irk 2 icin Fom-2 geni ile iliskili
NBS1-CAPS markirinin kullaniminda ise, PCR {riininde Brotman vd.,
(2005)'nin bildirmis oldugu 250 bp’lik band gdzlenmistir. PCR (riinlerinin
Ncol enzimiyle kesiminden sonra, homozigot dayanikli bireylerde 250 bp’lik
band, hassas bireylerde 205 bp’lik bant tespit edilmistir (Sekil 2).

MHDHDHHD DHMH Ht

Sekil 1. SSR 154 kodominant markdrin kullanimiyla calismada kullanilan bazi hibrit
bireylerinden elde edilen bant deseni. M: DNA Ladder, H: Hassas, Ht:
Heterezigot dayanikli, D:Homozigot dayanikli
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Sekil 2. NBS1-CAPS markérinin kullanimiyla elde edilen PCR Urind (A) ve Ncol
kesim enzimi Urindnin (B) bant deseni. M: DNA Ladder, H: Hassas, Ht:
Heterezigot dayanikli, D:Homozigot dayanikli

Hibritlere ait molekiler testleme sonuglan Cizelge 1'de verilmistir.
Denemede kullanilan kontrol ¢esitlerden Citirex'in irk 1'e  homozigot
dayanikli, irk 2'ye heterozigot dayanikli oldudu, Balézii'niin ise irk 1'e karsl
hassas iken irk 2'ye heterozigot dayanikli oldugu belirlenmistir. Aday
hibritlerden FGC 71 ve FC 132 irk 1’e homozigot dayanikli iken, irk 2'ye
heterozigot dayanikliik géstermistir. FC 33, FC 66, FC 76 nolu hibritler ise
hem irk 1'e hem de irk 2'ye heterozigot dayanikli bulunmustur. Verim
acisindan 6ne gikan FC 98 ve FC 122 nolu hibritler irk 1'e heterozigot, irk
2'ye homozigot dayanikllik géstermistir.

Cizelge 1. 2013 yili hibritlerine ait molekiler testleme sonuclari

Irk 1 Irk 2
Cesitler Homozigot Heterozigot Hassas Homozigot Heterozigot Hassas
Dayanikli  dayanikli Dayanikl  dayanikli
FC 33 X X
FC 66 X X
FC 71 X X
FC 76 X X
FC 91 X X
FC 98 X X
FC 122 X X
FC132 «x X
Bal6zii X X
Citirex X X
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Hibritlere ait gesit verim denemesi sonuglarinin istatistiksel analizleri
TARIST paket programiyla dederlendirilmis, varyans analiz tablosu Cizelge
2'de verilmistir. Varyans analizine goére cesitler arasindaki farkliik %1
dizeyinde o©nemli bulunmustur. Ayrica hibrit kombinasyonlarinin verim
degerleri Cizelge 3'de verilmektedir.

Cizelge 2. 2013 yili gesit verimlerine ait denemenin varyans analiz tablosu

Kaynak Serbestlik Kareler Toplami Kareler F Degeri
Derecesi Ortalamasi

Tekerrir 2 227480.00 113740.00 2.89

Cesit 9 4180200.00 464466.65 11.82 **

Hata 18 706904.00 39272.44

Genel 29 5114584.00

** p<0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 3. 2013 yili hibrit kombinasyonlarinin verim (g bitki™) degerleri

Cesit Verim £ std. sapma
Citirex 22641206 a*
FC 98 2124+352 ab
FC 132 1818+217 bc
FC 122 174675 ¢
Baldzl 1740+125 ¢
FC 66 1530+199 cd
FC 91 1366+292 d
FC 33 1312471 de
FC 76 12934314 de
FC71 1003166 e
Ortalama 1620

LSD (0.01) 340
CV(%) 12.24

* Ayni harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak fark yoktur (p<0.01)

Hibrit kombinasyonlari verim agisindan dederlendirildiginde FC 98 nolu
aday hibrit kontrol gesit olarak kullanilan Citirex F1 gesidine yakin bir verim

degeri almistir.

Islah caligmalarinda, markir yardimh seleksiyon (Marker Assisted

Selection=MAS) amaciyla molekiiler markirlarin kullaniminda gene yakin
olmasi, sonuglarin givenirliligi agisindan énem arzetmektedir. Bu nedenle,
gene 5 cM'dan daha az yakinlikta molekiler markirlarin kullanimi basariy
artirmaktadir (Tanksley, 1983). Kavunda Fusarium oxysporum f. sp.
melonis'e dayanikliik genleriyle iliskili markir elde etmek amaciyla calismalar
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yapilmistir. Wang vd. (2000), Fom-2 geniyle iliskili 1.7 ve 3.3 cM mesafede
2 adet AFLP markir belirlemis ve bunlari SCAR markira ddntstlirmistdir.
Oumouloud vd. (2008), Fom-1 geniyle iliskili olarak belirlemis oldugu 3 adet
RAPD markirini SCAR markira doénistlirmiis ve gene 3.5 cM yakinlikta
SB17645, 4 cM'da SV015,4 ve 15.1 cM yakinlikta tarama yapabilecek SV06,49,
markirlarini elde etmislerdir. Tezuka vd. (2009) ise, Fom-1 geniyle baglantili
olan ve gene 4.9 cM mesafede C-TCG/ GGT-400 ve CAPS2 isimli 2 adet CAPS
markir belirlemiglerdir. Fakat, Fom-1 ve Fom-2 geniyle iliskili bu CAPS ve
SCAR markirlar gene gok yakin degildir.

Bununla birlikte, kullanmis oldugumuz markirlardan SSR 154 primeri
Fom-2 genine 0.4 cM yakinlikta (Joobeur vd., 2004), NBS1-CAPS primeri ise
Fom-1 genine 2.8 cM yakinliktadir (Brotman vd., 2005). Bu nedenle, SSR154
ve NBS1-CAPS primerleri hem irk 1 icin hem de irk 2 igin homozigot ve
heterezigot dayanikl bireyleri belirlemede basarili sonuglar vermistir. Yine,
Polat vd. (2012), bazi yerel kavun genotiplerinin Fusarium oxysporum f. sp.
melonis'e reaksiyonlarinin belirlenmesi amaciyla SSR154 ve NBS1-CAPS
markirlarini kullanmis ve klasik testleme sonuclariyla paralel sonuglar elde
etmiglerdir.

4. Sonug

FC 98 no'lu aday hibrit diger aday hibritler arasinda 2124 (g bitki™)
verim dederi ile kontrol gesit olarak kullandi§imiz Citirex F1 gesidine yakin bir
verim dederi alarak ilk sirada yeralmistir. Dayanikliik agisindan
degerlendirildiginde ise Fusarium oxysporum f. sp. melonisin 1 nolu irkina
heterozigot, 2 nolu irkina homozigot dayaniklilik géstermistir. Sonug olarak,
FC 98 nolu hibrit dayaniklilik ve verim dederi acisindan pazarin ve (reticilerin
taleplerini karsilayacak, piyasa cesitleri ile yarisabilecek nitelikte bir hibrittir.
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