Yuzuncu Yil University Journal of Agricultural Sciences, Volume: 32, Issue: 2, 30.06.2022

Yuzuncu Yil University
Journal of Agricultural Sciences

(Yiiziincii Y1l Universitesi Tarim Bilimleri Dergisi)

https://dergipark.org.tr/en/pub/yyutbd e .
ISSN: 1308-7576 e-ISSN: 1308-7584

Research Article

Validity Determination of Some Molecular Markers Used in Melon Breeding
Miirside HATIPOGLU", Suat SENSOY?

'Van Yiiziincii Y1l University, Institute of Natural and Applied Sciences, Horticultural Sciences, Van Tiirkiye
2Van Yiiziincii Y11 University, Faculty of Agriculture, Department of Horticulture, Van Tiirkiye

'https://orcid.org/0000-0002-1514-8951, https://orcid.org/0000-0001-7129-6185

*Corresponding author e-mail: mursidehatipoglu2017@gmail.com

Article Info Abstract: The present work aimed to validate some molecular markers (AM, FM,
Received: 04.02.2022 Fom2-R408, Fom2-S342, SCAPB051046, SCOPE14541, T1, Tlex, M3A and
Accepted: 26.05.2022 M3a SCAR markers and Fom1R-Fom1S, CAPS-Dde I, CAPS2, CAPS3 and

Online Published: 15.06.2022 EX1-C170T CAPS markers) developed for melon breeding in the literature on
DOI: 10.29133/yyutbd.1068346 some melon cultivars and genotypes in Turkey with the aid of marker-assisted
selection. For this purpose, these molecular markers developed for resistance to

Keywords Fusarium oxysporum f. sp. melonis (FOM), Cucumber mosaic virus (CMV) and
CAPS, powdery mildew or sex determination have been tested. AM, FM, Fom2-R408
Cucumis melo L. and Fom2-S342, (SCAR) and FomlR-Foml1S, CAPS2, and CAPS3 (CAPS)
Melon, markers for FOM; SCAPB051046 and SCOPE14541, (SCAR) for CMV; CAPS-
MAS, Dde I for powdery mildew; T1, Tlex, CAPS EX1-C170T, M3a and M3 A markers
SCAR for sex determination were employed. These selected markers were examined in

24 melon genotypes, 11 of which were commercial F1 cultivars. The results were
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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 could
be used effectively in MAS studies.
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Kavun Islahinda Kullanilan Baz1 Molekiiler Belirteclerin Gegerliliginin Tespiti

Makale Bilgileri Oz: Bu calismada, literatiirde kavunda gelistirilen AM, FM, Fom2-Raos, Fom2-
Gehs 24.02.2022 S342, SCAPBOSIO46, SCOPE1454], Tl, TleX, M3A, M3a, SCAR bellrte(;lerlyle,
Kabul: 26.05.2022 FomlR-FomlS, CAPS-Dde I, CAPS2, CAPS3, EXI1-C170T CAPS

Online Yayinlanma: 15.06.2022 belirteglerinin, markor destekli seleksiyon yardimiyla iilkemizdeki bazi kavun
DOI: 10.29133/yyutbd.1068346 ¢esitleri ve genotipleri iizerinde gegerliligini tespit etmek amacglanmigtir. Bu
amagla Fusarium oxysporum f. sp. melonis (FOM), htyar mozaik viriisii (CMV),

Anahtar Kelimel .. - .. . . ..
faftar Reltmeler kiilleme hastalig1 ve cinsiyet tanimlanmasi i¢in gelistirilmis olan bu molekiiler

CAPS, belirtegler test edilmistir. FOM igin; AM, FM, Fom2-Ra40s, Fom2-S342, (SCAR) ile
Cucumis melo L. FomlR-FomlS, CAPS2, CAPS3, (CAPS) belirtecleriyle testleme yapilmistir.
II\(/[aAVgn, CMV igin; SCAPBO05104s5, SCOPE14s41, (SCAR), kiilleme i¢in, CAPS-Dde I,

cinsiyet belirleme i¢in T1, Tlex, CAPS EX1-C170T, M3a, M3A markorleri
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SCAR kullanilmistir. Bu segilen belirteclerin, 11’1 F1 ¢esit olmak {izere ve baz1 egzotik
tipleri de igeren toplam 24 kavun genotipinde etkinligi incelenmistir. Calisilan
belirteglerden Fusarium solgunlugu i¢in, SCAR; FM, Fom2-Raos, Fom2-S342 ve
CAPS FomlR-Foml1S, CMV i¢in SCAR SCOPE14s41 markorlerinden sonug
almabilmigtir. Bu baglamda sonug¢ alinan SCAR ve CAPS belirte¢lerinin kavunda
MAS caligmalarinda etkin bir sekilde kullanilabilecegi ongorilmiistiir.

1. Giris

Cucurbitaceae familyasinin Cucumis cinsine giren Cucumis melo L. tiirii olarak siniflandirilan
kavun, diinya capinda ticari degeri nedeniyle tarimsal agidan en 6nemli ekonomik Cucurbitaceae
tiirlerinden biridir (McCreight ve ark., 1993; Sensoy, 2005; Cakmakci et al., 2017). Kavun genotipleri
arasinda biiyiik bir ¢esitlilik oldugu tespit edilmistir (Pitrat ve ark., 2000; Sensoy ve ark., 2007a).
Tiirkiye yerel kavun genotipleri ile Tirkiye'de farkli kurumlarda toplanma ve karakterizasyon
caligmalart yiiriitiilmektedir (Sensoy ve ark., 2007a). Diinya kavun iiretiminde ise Cin 17.082.608
milyon ton {iretimiyle ilk sirada yer alirken, Cin’i sirastyla Tiirkiye 1.813.422 milyon ton ile ve iran
1.591.414 milyon ton ile takip etmektedir (Faostat, 2019).

Bitkiler yasadiklar1 ortamda ¢esitli hastalik ve zararli etmenler (viriis, bakteri, fungus, nematod
vb.) tarafindan saldiriya ugramaktadirlar (Baker ve ark., 1997). Kavun hastaliklar1 arasinda toprak
kokenli patojenler ve bunlardan biri olan Fusarium oxysporum f. sp. melonis (FOM)’in neden oldugu
kok clirtikliigii ve solgunluk hastalig ilk sirada yer almaktadir. Hastaligin 0, 1, 2 ve 1-2 olmak tiizere
farkli 4 k1 olup, iilkemizde yaygin olarak goriilmektedir. Hastaligin kalitminda Fom-1 ve Fom-3
genleri 0 ve 2 wrklarma kars1 Fom-2 geni ise 0 ve 1 rklarina kars1 dayaniklilik saglamaktadir. Fusarium
% 100 kayiplara neden olan epidemiler olusturabilmektedir (Zitter, 1999). Hastalikla miicadelede en
pratik ve etkin metot dayanikl ¢esitlerin {iretimde kullanilmasidir (Martyn ve Gordon, 1997). Biyotik
etmenler icerisinde boyutu, kimyasal ve fiziksel yapisi, enfeksiyon sekli, bitki icerisindeki ¢ogalmas,
taginmast, simptom olusturmasi ve etkin bir miicadelesinin olmayis1 gibi yonleri ile viriis hastaliklarmin
0zel bir 6nemi vardir (Agrios, 1997). CMV (Hiyar mozaik viriisii), tiim diinyada yetistirilen iiriinlerde
hastalik gelisimine ve zararlara neden olmaktadir (Zitter ve Murphy, 2009). Viriis bitkilerin
yapraklarinda hafiften siddetliye dogru degisen mozaik, yaprak deformasyonlar1 ile ya da sadece
bodurlagma, yapraklarda egrelti otu seklinde yaprak deformasyonlarina yol agmaktadir (Kearney ve
ark., 1990). Oncelikle yapragin iist yiizeyinde parga parga, nispeten yuvarlak lekeler belirir, sonradan
bu lekeler birleserek yapragm her iki yiizeyini, yaprak sapin1 ve govdeyi kaplar. Yapraklar kuruyup
dokiiliir ve bitkide gelisme durur. Bunun sonucunda firiin kayb1 meydana gelir (Anonim, 2022). Bu
hastalik etmenlerinden dolay1 ticari firmalar bu hastaliklara dayanikli genleri MAS yardimmyla kiiltiir
cesitlerine aktararak bu verim kaybimi 6nlemeyi amaglamiglardir. Ayrica, kavunda cinsiyet belirlemede
monoik ve andromonoik bitkilerin erken agsamada belirlenmesi, 1slah programlarinin etkin bir sekilde
yiiriitiilmesini saglamaktadir.

Geligtirilen markorler ile 1slah programlarinda dayamiklilik 6zelligini tasiyan bireyler
belirlenebilmektedir. Islah ¢alismalarinda, hastaliga dayanimi saglayan gene yakin molekiiler
markorlerin kullanimi, daha kisa siirede ve daha giivenilir sonuclar elde etmemizi saglamaktadir
(Oumouloud ve ark., 2008). Molekiiler belirtegler, son yillarda kavun gesitliligi arastirmalarinda giderek
daha fazla kullanilmaktadir (Sensoy ve ark., 2007a,b; Erdinc ve ark., 2013; Ibrahim ve Erding, 2020).
Bu amagla, ililkemizde de sebze 1slahinda birgok 1slah¢t markér yardimli seleksiyon (MAS)
calismalariyla molekiiler markdrlerden yararlanmaktadir (Pinar ve ark., 2013). RAPD belirtegleri, kavun
genotipleri arasindaki genetik benzerligin ¢éziimlenmesinde basarili olmus ve diger molekiiler DNA
markérleri ile uyumlu oldugu anlasilmistir (Sensoy ve ark., 2007a; Yildiz ve ark., 2011). Bir bitkiyi
veya bitki grubunu morfolojik anlamda digerlerinden ayiran 6zellikler morfolojik belirte¢ (marker,
markir, markor, vb.) olarak degerlendirilir. Meyve kabugu, ¢icegin sekli, yapragin sekli, bitki, meyve
ve tohum gibi 6zellikler bu grup markéorleri meydana getirir (Giilsen ve Mutlu, 2005). Morfolojik taninin
bazi durumlarda etmenlerin belirlenmesinde tek basma yeterli olmamasi, arastiricilari molekiiler
diizeyde taniya sevk etmistir (Hosseinalizadeh ve ark., 2021). Morfolojik markorler yerine molekiiler
markdérlerin kullanilmas bitki 1slahgilarina daha yiiksek etkinlikle ¢alisma imkani vermektedir (Ustiin
ve ark., 1996). DNA temelli markor teknolojisiyle birlikte 1slahg¢ilar Mendelci genetik yaklagimi 1slah
programinin tamamlayicisi olarak kullanabilmekte ve bu sayede kisa silirede yeni bir cesit
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gelistirebilmektedir. DNA belirtecleri, bitkilerin genetik gesitliligin arastirilmasinda, yakin tiirlerin,
cesitlerin belirlenmesi ve tanimlanmasinda arastirmacilara yogun calisma imkani veren giiclii bir
metottur (Akakagar, 2001). Islah programlarinda istenilen genle baglantili markorlerin kullanilmasimin
potansiyel faydalar1 yon degistirmis ve aragtirmacilar 1970’lerin sonuna dogru DNA markdrlerinin
gelistirilmesiyle yeni bir ¢aligma alan1 ortaya ¢ikmigtir (Grube ve ark., 2000).

Belirtilen hastaliklara kars1 tirlin kaybim1 6nlemek icin yapilan kimyasal ve kiiltiirel onlemler
yetersiz kaldig1 ve dezavantajlarinin goriildiigii noktada dayanikli ¢esit gelistirme metotlar1 6n plana
cikmistir. Dayanikli cesit gelistirmede kullanilan yontemlerden olan klasik 1slah yontemlerine gore daha
kisa zamanda, etkili giivenilir ve maliyetinin diisiik olmasiyla MAS yontemi klasik 1slah yontemine
destek olmaktadir. Bu ¢aligmada Tiirkiye’deki kavun cesitlerinde dayanikli gesit gelistirmede kullanilan
belirteglerin (markorlerin, isaretleyicilerin) ¢alisip, ¢alismadigi ve 1slah caligmalarina kolaylik saglayip,
saglayamayacagi etkin bir sekilde kontrol edilmeye ¢aligilmisgtir.

2. Materyal ve Yontem

Calismada, 11 F; hibrit kavun (Sira Fy, Serin Fi, Balozii Fi, Napolyon F;, Digital Fi, VCR-601
Fi, Polidor Fi, Dragon Fi, Favori Fi, Medetli F; Galina F, ile 13 standart ve egzotik kavun genotipiyle
(CU-129, CU-305, Y15 Isabelle, Y63, CU-269, T4 Hasanbey, Y9, Topatan Kavunu, Diivlek Muz
Kavunu, Musakka Kavunu, Cilli Kavun, Beyaz Génen Kavunu ve T6 Acur) toplamda 24 genotip
kullanilmistir. Calismada Fusarium solgunlugu, cinsiyet, CMV ve kiilleme i¢in 10 SCAR markorii ve 5
CAPS markorii olmak tizere toplam 15 markor ¢ifti (AM, FM, Fom2-Rus, Fom2-S342, SCAPBO0S5 1046,
SCOPE14s41, T1, Tlex, M3A, M3a SCAR FomlR-Foml1S, CAPS-Dde I, CAPS2, CAPS3 ve EXI-
C170T CAPS) kullanilmistir. Cesitli bolgelerden temin edilen yerli ve hibrit ¢esitlere ait tohumlar iklim
odasinda gruplandirilarak saksilara ekilmistir. Yaklagik 15-20 giin sonra bitkiler 2-3 gercek yaprak
donemindeyken geng¢ yapraklardan 6rnek alinmistir. DNA izolasyonu i¢in yaprak ornekleri alinarak
liyoflizatore konulmustur. Diisiik basingta liyoflize edilen yapraklar ogiitiilerek toz haline getirilip,
izolasyon agamasina gecilmistir. Kavun yapraklarindan DNA izolasyonu Doyle ve Doyle (1990)’a gore
modifiye edilmis olan CTAB metoduna gore yapilmistir. Reaksiyon ortamu i¢in gereken kalip DNA,
DNA’ya yapisacak sentetik markdrler, DNA nin ¢ogalmasi icin gerekli enzim olan Taq polimeraz, Taq
polimerazin kofaktorii olan MgCl,, ddH,O eklenmesiyle PCR reaksiyonu hazirlanmistir (Cizelge 1).
PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi igin agaroz jel eletroforezi ve kapiller elektroforez olmak tizere iki
farkl sistemden faydalanilmigtir. PCR {irlinleri % 2.5’lik agaroz jelde 120 V 3.5 saat siireyle agaroz jel
elektroforezinde yiritiilmiistiir. Caligma kapsaminda fusarium solgunlugu, hiyar mozaik viriisi,
kiilleme hastalig1 ve cinsiyet belirlemede kullanilan bazit SCAR ve CAPS markdrlerinin 11°1
F1 ¢esit olmak iizere ve bazi egzotik tipleri de iceren toplam 24 kavun genotipinde etkinligi
arastirilmistir. SCAR ve CAPS markdr yontemi ¢alismamizda belirlenen hastaliklara ve
cinsiyet belirlemelerine gore sekansa 6zgii markorler PCR ortaminda ¢ogaltilmastyla gergeklesmistir.
CAPS markor tekniginde gen spesifik markor ciftleriyle PCR ortaminda g¢ogaltilan amplifikasyon
iiriinleri kesme enzimleri ile kesme saglanmistir (Jiang ve ark., 1997).

Cizelge 1. PCR reaksiyonu

Kullanilan Kimyasallar Her 6rnek icin Kullanilan Miktar (pl)
ddH> O 6.3

TBE Buffer 2

MgCl, 2.5

dNTP 2

Primer (forward ve reverse) 5+5

Taq 0.2

DNA 2

Toplam Hacim 25
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3. Bulgular ve Tartisma

Fungal patojenin irk 0 ve 1’e direng iceren Fom-2 genleriyle baglantili markorlerini tanimlamak
icin gelistirilen ko-dominant SCAR FM markorii 24 kavun genotipi iizerinde analiz edilmistir. Bu ko-
dominant markdriin dayaniklilik bant1 564 bg’de goriintii vermistir (Sekil 1). Onbir F; ticari kavun
¢esidinde 1 adet duyarl, 4 adet dayanikli, 4 adet heterozigot bant elde edilirken, 2 adet F; ¢cesidinde bant
elde edilmemistir. Yerli ve egzotik kavun genotiplerinde 5 adet duyarl, 4 adet dayanikli 2 adet ise
heterozigot olarak toplam 11 F; gesitten bant elde edilirken, 2 yerli ¢esitten bant elde edilmemistir
(Cizelge 2). Aym zamanda 24 kavun genotipinin hastaliklara dayanimlariyla elde edilen sonuglar
birbiriyle karsilastinlmistir. Wang ve ark. (2000), yaptiklart ¢alismada diren¢ genine baglantili
molekiiler markorleri tanimlayarak direng genotiplerinin se¢imi i¢in 6nemli bir arag olabildigini ortaya
koymuslardir. Fom-2 genleriyle baglantili markorleri tanimlamak igin AFLP’den bu iki dominant (FM,
AM) markor, ebeveynler arasinda polimorfizm uzunlugu iireterek spesifik PCR primerlerinin dizayn
edilmesiyle SCAR ko-dominant markorlere donistiirmiislerdir. Fom-2 ile baglantili olan SCAR
markorleri tamimlamak i¢in 200 ECORI/Msel ve 240 Pstl/Msel primer kombinasyonlarini kullanarak
564 b¢’de dayanikli genotipler goriintiilenmistir. Kirkbes genotipin direng fenotipleri ve parca boyutlar
arasinda yiiksek bir korelasyon gdstermistir. Ayrica birkag kavun genotipi (Kirkagac 637 ve Galia) Fom-
1 wkina kadar direng gosterirken, Giiney Anadolu genotipleri ve Yuva ¢esidinin direncinin olmadigi
belirlenmistir (Demir ve ark., 2006). Bu markoérlerin MAS’ ta kullaniminin faydali olabildigi ortaya
konulmustur.

Tiirkiye’de kabakgil yetistirme alanlarinda bulunan en 6nemli viriislerden birinin hiyar mozaik
virisii (cucumber mosaic virus=CMYV), oldugu arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Nogay, 1983)
CMV, 80'den fazla yaprak biti tiirii ile non-persistent olarak tagmir (Palukaitis, 1992). En yaygin
vektorleri Myzus persicae ve Aphis gossypii dir. CMV-B2 direng genini tespit etmek icin dizayn edilen
(Staub ve ark.,1996), dominant SCAR markdrlerinin 24 kavun genotipinde etkinligi arastirilmstir.
APB-05’ten tiiretilen SCAPBO05104s markoriinden bant elde edilmezken, OP-14’ten tiiretilen
SCOPE14s4:te 11 F, gesitten 7 adet, 13 yerel ve egzotik ¢esitten de 8 adet bant goriintiisii elde edilmigtir
(Sekil 2, Cizelge 3).

Kavunda CMV-B2 direng geni ile baglantili iki RAPD markériinden, kavunda CMV-B2 direng
genini tespit etmek icin SCAR markorleri dizayn edilmistir ve Yamatouri ¢esidinden klonlanmuistir.
APB-05’ten tiiretilen SCAPBO05 markoriinden bir DNA bant1 elde edilirken, OP-14’ten tiiretilen
SCOPE14’te 16 bant vermistir. Sonug olarak SCAR analizlerinin sadece kavunlardaki etkinligi degil
aynt zamanda RAPD markorleri tarafindan gozlemlenen belirsiz direng sonuglarma da agiklik
getirmistir (Daryono ve ark., 2009). Fom2 R4z ve Fom2 S34, SCAR markérleri, Fom-2 genine karsi
dayaniklilik ve duyarlilik allelleri i¢in gelistirilmistir (Oumouloud ve ark., 2012). Gelistirilen bu
markorler 24 kavun genotipi lizerinde analiz edilmistir (Sekil 3-4). Bu markorlerin dayaniklilik banti
408 bg, duyarlilik bant1 ise 342 bg¢’dir. Dayaniklilik geni ile iliskili olan bant, 11 F; ticari ¢esitten
herhangi birinde elde edilmezken, 13 yerel ve egzotik genotipten 2 adet dayamklilik banti elde
edilmistir. Duyarlilik geni ile iligkili olan bant, 11 F; ticari ¢esitten 5 adet duyarlilik banti elde edilirken,
13 yerel ve egzotik gesitten 4 adet duyarlilik banti elde edilmistir (Cizelge 4-5). Yerel ve egzotik
cesitlerden Musakka kavununda hem duyarhilik banti hem de dayamiklilik banti goriintiisii elde
edilmistir. Bundan dolay1 ko-dominant 6zellik tagimig olup, heterozigot bir genotip oldugu goriilmiistiir.
Genotip Ozellikleri ile uyusumlu olmayan durumlarda, markor ile dayanikli gen arasinda iligkinin
kesilmis olabilecegi varsayilmaktadir.

Oumouloud ve ark. (2012), yaptig1 calismada dayanikli ve duyarli alleller olmak {izere iki SCAR
(Fom2-R40s ve Fom2-S3s» Fom2) markorii, gelistirilmistir. Bu alleller ¢oklu PCR igin kombine
edildiginde ko-dominant olarak kullanilabilmistir. Fom2-R408 markorii 27 kavun genotipinde igerisinde
13 dayanikli bant elde edilirken, Fom2-S342 Fom2 markdriinde ise 17 duyarli bant goriintiisii elde
edilmistir. Kavunda Fom-2 geni i¢in bu iki markdriin maliyet etkinligi ve gilivenilirligi agisindan
gelistirmesini ifade etmislerdir.

Fom-1 dayamiklilik genine bagl olarak gelistirilmis olan Fom1-R / Foml-S markdriiniin
(Oumouloud ve ark., 2015), 24 kavun genotipi {izerinde taramasi yapilmistir. CAPS, Fom1-R / Fom-1-
S markoriinde kesme enzim olarak dayaniklilik banti eldesi i¢in BspCNI ve duyarlilik banti eldesi igin
BspHI enzimi kullanilmistir. Direngli BspCNI enziminde kesme goriilmeyip, sadece bant araligir 568
b¢’de 5 tane F; gesitten ve 5 tane de yerel ve egzotik gesitten sonug alinirken, BspHI kesme enziminde
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bant araliklari ise 262+306 bg ve 568 bg bant goriintiisii elde edilmistir (Sekil 5). BspHI kesme enzimiyle
sadece CU 305 (Cucumis melo subp. agrestis) genotipinde her {i¢ bant1 da verdigi belirlenmistir (Sekil
6). Fi cesitlerden, 9 adet 568 b¢’de goriintii elde edilirken, yerel ve egzotik ¢esitlerden 7 adet, goriintii
elde edilmistir (Cizelge 6). Oumouloud ve ark. (2015), yaptiklar1 calismada kavunun Fom 1rk 2’ye olan
direncinin molekiiler 1slah i¢in, markdrlerin gelisimi ve Fom-1 geninin molekiiler karakterizasyonu
caligilmistir. Bu galigmada, arastirmacilar bu gen i¢inde dizayn edilen primerlerinin {igiinii kullanarak
birgok duyarli ve dayanikli kavun genotiplerinden Fom-1’in tam genomik sekansimi liretmigler ve
cogaltmislardir. Fom-1 lokusunun kod bdlgesi igerisinde tek niikleotidli polimorfizme dayali olarak 2
CAPS markorii iiretilmistir. Fom-1R 182+386 bg ve 568 bg de bant araligi vermis ve Fom-1S CAPS
markoril igin 2624306 bg ve 568 bg bant araligi vermistir. Kavun 1slah programlart i¢in molekiiler
yardiml seleksiyonda her iki CAPS markériiniin agik bir sekilde kullanish oldugunu kanitlanmistir
(Oumouloud ve ark., 2015).

Sekil 1. FM ko-dominant markdrii ile elde edilen dayanikli 564 b¢’deki kapiller elektroforez bant

goruntisii.
Cizelge 2. FM belirtecine ait sonuglar
GENOTIP# FOM DAYANIKLILIK (FOM-2 GENI) MARKOR
MEVCUDIYETI (564b¢)
1. CU129
2. CU 305 (Cucumis melo subp. agrestis)
3. Y15 Isabelle
4. Y63 (C. melo subsp. melo var. conomon)
5. CU 269 (C. melo subsp. melo var. dudaim)
6. T4 Hasanbey
7. Y9 (C. melo subsp. melo var. conomon)
8. SiraF,;
9. Serin F;

10. Balozii F;

11. Napolyon F,

12. Digital F,

13. Ver-601 Fy

14. Polidor F,

15. Dragon F;

16. Favori F;

17. Medetli F,

18. Galina F,

19. Topatan

20. Diivlek Kavunu
21. Musakka

22. Cilli

23. Beyaz Gonen
24. T6 Acur (C. melo subsp. melo var. flexuosus)

NUNWVIZITITRIOTTTODRAYIYIINITIYNIRI N

*: H: heterozigot dayanikli; R: homozigot dayanikli; S: homozigot duyarl ?: Bant elde edilmemistir.
#Cizelgede alt tiir ve gesit gruplar belirtilen egzotik kavun genotipleri digindaki tiim genotipler C. melo subsp. melo var. cantalupensis veya
C. melo subsp. melo var. inodorus ¢esit gruplari i¢inde yer almaktadir.
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Sekil 2. SCOPE14s4; markorii ile elde edilen 541 bg’deki kapiller elektroforez bant goriintiisii.

Cizelge 3. SCOPE14541 belirtecine ait sonuglar

GENOTIP CMV DAYANIKLILIK (CMV-B2 GENJ)
MARKORU MEVCUDIYETI

.CU 129 +

. CU 305 +

. Y15 Isabelle -

. Y63

. CU 269

. T4 Hasanbey

. Y9

. Sira Fy

9. Serin F;

10. Balézii F1

11. Napolyon Fi

12. Digital F1

13. VCR-601 F1

14. Polidor F:

15. Dragon F1

16. Favori F1

17. Medetli F1

18. Galina F;

19. Topatan

20. Diivlek Kavunu

21. Musakka

22. Cilli

23. Beyaz Gonen -

24.T6 Acur

AN AW -

F+++++

o+ 4

4+

*: (+): bant mevcut * :(-): bant mevcut degil.

Sekil 3. Fom2 R408 dayanikli markér ile elde edilen 408 bg’de agaroz jelde bant goriintiisii.
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Cizelge 4. Fom2 Ryos belirtecine ait sonuglar

GENOTIP FOM DAYANIKLILIK (FOM-2 GENI)
MARKORU (408bc)

. CU129 -
. CU 305 -
. Y15 Isabelle -
Y63 -
. CU269 -
. T4 Hasanbey R
Y9 -
. Sira F1 -
. Serin F1 -
10. Balézii F1 -
11. Napolyon F: -
12. Dagital Fq -
13. VCR-601 F1 -
14. Polidor F1 -
15. Dragon F1 -
16. Favori F1 -
17. Medetli F1 -
18. Galina F; -
19. Topatan -
20. Diivlek Kavunu -
21. Musakka R
22. Cilli -
23. Beyaz Gonen -
24. T6 Acur -

- I N I NV N

*R: homozigot dayanikli

Sekil 4. Fom2 S342 duyarli markér ile elde edilen 342 bg’de kapiller elektroforez bant goriintiisii.

Sekil 5. CAPS Fom1-R / Fom1-S (BspHI kesme enzimi) markdrii ile elde edilen 2624306 bg ve 568
b¢’nin agaroz jeldeki bant goriintiisii.

430



YYU J AGR SCI 32 (2): 424-435
Hatipoglu and Sensoy. / Validity Determination of Some Molecular Markers Used in Melon Breeding

Cizelge 5. Fom?2 S342 belirteglerine ait sonuglar

GENOTIP FOM DUYARLILIK (FOM-2 GENI)
MARKORU (342b¢)

. CU129 -

. CU 305 -

. Y15 isabelle -

. Y63 -

. CU 269 S

. T4 Hasanbey -

. Y9

. Sira F1

. Serin Fi

10. Balozii Fi

11. Napolyon Fi

12. Dagital Fy

13. VCR-601 F1

14. Polidor F1

15. Dragon F1

16. Favori F1

17. Medetli F1

18. Galina F;

19. Topatan

20. Diivlek Kavunu

21. Musakka

22. Cilli

23. Beyaz Gonen

24.T6 Acur

O OISR WN -

Y

trnnunn! nn' yn!

*S: homozigot duyarli.

~
-
(2
-
-
-
-~
-~

Sekil 6. CAPS Fom1-R / Fom1-S (BspCNI kesme enzimi) markorti ile elde edilen 568 bg’nin agaroz
jeldeki bant goriintiisii.

Diinyada, kavunda tek ve birden ¢ok 6zelligi barindiran genler veya QTL’lerle ilgili molekiiler
belirtegler (markorler) gelistirilmeye devam edilmektedir. Molekiiler belirtegler kavunda tarimsal
acidan bircok Onemli 6zellik icin genlerin ve QTL’lerin belirlenmesinde veya haritalanmasinda
molekiiler yardimli seleksiyon yontemiyle kullamish ve faydali olabilmektedir. Morfolojik ve
biyokimyasal markorler yapilarindan kaynaklanan dezavantajlarindan dolay1 giiniimiizde yerini ya
molekiiler markdrlere birakmaktadir ya da molekiiler markdrler ile birlikte karsilagtirilmali ¢aligmalarda
kullanilmaktadir. DNA esas alinarak yapilan teshislerde gozlemlenen polimorfizm morfolojik ve
biyokimyasal markor tekniklerinde gozlemlenenlere oranla daha yiiksektir. Ayrica molekiiler
yontemlerde kiigiik bir miktar DNA yontemin uygulanabilmesi igin yeterli olmaktadir. Bununla birlikte,
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literatiirde belirtilen tiim markorler kavun 1slah programlarinda uygulanamamaktadir. Markoérleri
yeniden tanimlayabilmek, belirli 1slah hatlarinda faydalilik, cogaltilabilirlik, yeni polimorfik markorleri
tanimlamak ve gelistirmek i¢in genellikle ek cabalar gereklidir. Bu ¢alismada, fusarium solgunlugu,
hiyar mozaik viriisli, kiilleme ve cinsiyet belirleme icin literatiirlerde belirtilen gelistirilmis olan
markérler iginden 15 tanesi secilmistir. Secilen CAPS ve SCAR markdrleri 11°1 F1 ¢esit olmak tizere
ve bazi egzotik tipleri de igeren toplam 24 kavun genotipi tlizerinde test edilmistir.

Cizelge 6. CAPS Foml1-R / Fom1-S markoériine ait duyarli ve dayanikli kesme enzimiyle elde edilen

sonuglar
GENOTIP FOM DUYARLILIK (FOM-1 FOM DAYANIKLILIK (FOM-1

GENI) VE DUYARLILIK (BspCNI GENI) VE DUYARLILIK (BSPHI
KESME ENZiMi) MARKORU KESME ENZiMi) MARKORU
MEVCUDIYETI MEVCUDIYETI (262+306 ve 568
(568 be) be¢)

1. CU 129 - + (568 bg)

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

3. Y15 isabella - + (568 be)

4.Y63 - + (568 bg)

5.CU 269 - + (568 bg)

6. T4 Hasanbey - -

7.Y9 - -

8. Sira Fq - + (568 bg)

9. Serin F; - + (568 bg)

10. Balozii Fi + (568 bg) + (568 bg)

11. Napolyon F: - + (568 bg)

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

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

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

15. Dragon Fq - + (568 bg)

16. Favori F1 + (568 bg) -

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

18. Galina F; - + (568 bg)

19. Topatan + (568 bg) -

20. Diivlek Kavunu - + (568 bg)

21. Musakka + (568 bg) -

22. Cilli - -

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

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

*: H: heterozigot dayanikli *: (+): bant mevcut (568 bg) * :(-): bant mevcut degil.

Fusarium solgunlugu i¢in, FM, Fom2 R408, Fom2 S342, Fom-1R / Fom-1S markérleri 24 kavun
genotipi lizerinde test edilerek sonu¢ alimmistir. Bu sonuglar Oumouloud ve ark. (2013; 2015)’nin
calismalar1 ile Wang ve ark. (2000)’nin yaptig1 c¢aligmalar sonucunda paralellik gosterdigi tespit
edilmistir. Bu markoérlerin kavun 1slahinda etkin bir sekilde kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica
RAPD belirtegleriyle (E07- G17) 8 yerli genotipinde yapay inokulasyonla fusariuma duyarlilik
diizeyleri tespit edilmistir (Sensoy, 2005). Bu calismada ortak olarak kullanilan genotiplerde benzer
sonuclar elde edilmistir.

Fom?2 R408, Fom2 S342 SCAR belirteclerinde elde edilen sonuglar 408 bg¢ dayaniklilik banti
ve 342 bg duyarli bant elde edilmistir. Fom2 R408, belirtecinde 2 yerli genotipte bant goriintiisii elde
edilmistir. Calismada yer alan hibrit, yerel veya egzotik 24 kavun genotipinin dokuzunda duyarlilik ile
iligkili bant elde edilmistir. EO7 RAPD belirteciyle egzotik kavun genotiplerinde CU-269’un fusariuma
duyarli oldugu tespit edilmistir. Bu genotipin Fom2-S342 SCAR markériine gore de duyarli oldugu
tespit edilmis olup, E07 RAPD belirtecine gore esdegerdedir. T4 Hasanbey genotipi fusariuma duyarl
iken, Fom2-R408 SCAR markoriine gore dayanikli oldugu goriilmiistiir. EO7 RAPD belirtecine gore T6
Acur, Gonen Beyaz1 ve CU 269 yerli genotiplerde fusariuma duyarl bant elde edilmistir. SCAR Fom2-
S342 duyarli markoriinde T6 Acur, Gonen Beyazi’ndan bant elde edilmezken, CU 269 genotipinde
duyarli bant elde edilmistir (Sensoy, 2005).
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Hiyar mozaik viriisii i¢in test edilen SCAR SCOPE14s41 ve SCAPBO051046 markorii 24 kavun genotipi
iizerinde tespit edilmis ve SCOPE14s4; igin sonug alinmistir. Bu sonug, Daryono ve ark. (2009), yaptigi
caligmayla paralellik gdstermistir ve klasik testlemeye alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir.

Fom-1 genine bagh olarak gelistirilmis olan Fom1-R / Fom1-S markérii ise 24 kavun genotipi
iizerinde taramasi yapilmistir (Oumouloud ve ark., 2015). CAPS, Fom1-R / Fom-1-S markoriinde kesme
enzim olarak dayaniklilik banti eldesi igin, BspCNI ve duyarlilik banti eldesi i¢in, BspHI enzimi
kullanilmistir. Kesilme sadece duyarlilik bandinda olmustur. Duyarl ¢esit olan bant duyarli olan kesme
enzimiyle uyusmakta oldugu goriilmiistiir. Duyarli BspHI kesme enziminin giivenle kullanilabilecegini
gostermistir. BspHI enzim kesiminde bant araliklari ise 262+306 bg ve 568 bg bant goriintiisii elde
edilmistir. Sadece bir duyarh ¢esitte kesme enzimi ile kesim saglanmistir.

Cinsiyet belirlemeyi saglayan andromonoik ve monoik T1, Tlex, M3A, M3a SCAR
markérleriyle EX1 C170T CAPS markdriinden olumlu bir sonug almamamustir. Belirtegler ile ilgili
bantlar goriilmemis ve genotipler hakkinda herhangi bir goriise varilmamistir. Kiilleme i¢in; CAPS Pm-
2F genini taniyan CAPS markoriinde de giivenilir sonug alinamamistir. Markoriin bant araligi goriilmiis
olup, kesme enzimiyle kesme islemi ger¢ceklesmemistir. Fom-2 genini taniyan DNA belirteci olan
CAPS2 ve CAPS3, CAPS markorlerinden de sonug alinamamustir.

4. Sonuc ve Oneriler

Elde edilen sonuglar gen kaynaklarinin korunmasinda kolaylik saglayacagi ve klasik 1slah
yontemlerine kaynak olusturacagi diislinilmektedir. Tiirkiye’nin sahip oldugu zengin kavun
populasyonlarinin giiniimiiz biyoteknoloji imkanlarinin modern kavun islahia katki saglamasi ve
kavunda ileride degisik hastalik ve zararlilara karsi reaksiyonlarin da 6nceden bilinmesi kavun 1slahina
onemli katkilar saglayacag: da asikardir.

Dayaniklilik 1slah programinda en biiyiik zorluk ebeveynlerin (duyarli ve dayanikli bireyler)
melezlenmeleri sonucu elde edilen dayanikli bireylerin belirlenmesidir. Basta birden fazla gen olmak
iizere, birkag gen ve tek gen tarafindan idare edilen dayaniklilik 6zelliklerini (karakterleri) normal
sartlarda geleneksel 1slah yontemleri ile belirlemek zaman almakta, fazla is giicii gerektirmekte ve cok
giic olmaktadir. Bununla birlikte bir bitkiyi aym1 anda birden fazla hastalik veya zararli etmenle
testlemek geleneksel yontemlere goére hemen hemen imkansizdir. Biitiin bu zorluklar molekiiler
markorlerin devreye girmesiyle iistesinden gelinebilmektedir (Lu ve ark., 1999).

Bu calismada literatlirde kavun 1slah programlarinda molekiiler belirte¢ yardimli seleksiyon
amagli gelistirilmis markorlerden sadece tigte birinde (5/15) etkin bir sonug¢ alinmistir. Bu markérler
Cizelge 7°de gosterilmistir.

Cizelge 7. Bu galismada sonug veren molekiiler markorlere ait primer dizilimleri

Gen Markor Markor tipi Markor Markor dizilimi
1D
Fom-2 SCAR Ko-dominant FM F=GAAGATGCAAAGAAAAAGAGAAGG
R=TCAATTAAACATTCTGATGCC
CMV- SCAR Dominant SCOPE14 F=TGCGGCTGAGGACGGTTGGAGGTC
B2 541 R=TGCGGCTGAGCATTCTCGAGCAG
Fom-2 SCAR Dominant Fom2-R408 F=GAGAAATTTGCAATGGGTGG
R=TTACACTATTATTGCTCAACTTGC
Fom-2 SCAR Dominant Fom2-S342 F=ATGAAAAGAAAAGATAACGACGA
R=ATTGCTCTAAGTTGATCATATTCTG
Fom-1 CAPS Ko-dominant Foml-R F=ATGAGTTTTGATAGTTTCATAAG
Foml-S R=GAACACTCCCTTAGATACTT

Calismada ayrica kapiller elektroforezin agaroz jel elektroforezden daha etkin oldugu
goriilmektedir. Markorlerin seleksiyonda etkili olabilecegi fakat markorlerin gene uzaklik durumunun,
dikkate alinmasi; klasik hastalik testleme caligmalar ile de testleme yapilmasinin faydali olacagi
diisiiniilmektedir. Kapiller yontemin hem zamandan tasarruf hem de 1 pl 6rnekte bile giivenilir sonug
alinabilmesinin yaninda yiizlerce 6rmegi kisa bir zaman diliminde test edebilmesinden dolay1 avantajlar
oldukgca yiiksektir.
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Bu yiizden literatiirde farkli populasyonlar kullanilarak elde edilmis belirteglerin iilkemiz
populasyonlarinda kullanilmasinda sikintilar olabilecektir. Klasik hastalik bulastirma yontemlerinden
yararlanilarak, kavun genotiplerinin dayanikliliklar1 yapay inokulasyonla da hastalik belirlenmesi ve
genotiplerin dayanikliliklar tespit edilmesi 6nem arz edecektir. Elde edilecek MAS sonuglarin klasik
hastalik bulagtirma yontemleri ile desteklenmesi faydali olacaktir.

Entansif tarim uygulamalar1 yiizinden hastalik ve zararl1 etkenleri siirekli kendilerini degistirme
kapasitesine sahiptirler. Bu yiizden hastalik ve zararlilara dayaniklilik saglayan yeni gen kaynaklarinin
bulunmasi ve bunlarla iligkili giivenilir ve etkin belirteglerin 1slah programlarina gelecekte yogun bir
sekilde kazandirilmasi 6nem arz etmektedir.
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