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OZET

VAN GOLU HAVZASI’NDAN TOPLANAN BAZI KAVUN GENOTIPLERINDE
VIRUSE KARSI DAYANIKLILIGIN MEKANIK iNOKULASYON VE
MOLEKULER YONTEMLERLE BELIRLENMESI

TURAN, Sibel
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Daly
Tez Danismani: Dr. Ogr. Uyesi. Ceknas ERDINC
Haziran 2018, 43 sayfa

Bu ¢alismada, Van Golii Havzasindan toplanan 22 adet kavun genotipi ile 3 adet
dayanikli genotip ve 2 adet ticari ¢esitte hem mekanik inokulasyon yontemi kullanilarak
genotip ve gesitlerin ZYMV (Zucchini Yellow Mosaic Virus)’ye karsi dayanikliligini
belirlemek hem de bazi SCAR ve CAPS markor yontemleri ile kavun genotip ve
cesitlerinde ZYMV (Zucchini Yellow Mosaic Virus), CMV (Cucumber Mosaic Virus)
ve WMV (Watermelon Mosaic Virus) tiirlerine dayaniklilik belirteglerinin varliginin
arastirilmast amaglanmigtir. Mekanik inokulasyon sonrasinda genotiplerde morfolojik
gozlemler yapilarak 0-5 skalasina gore hastalik siddeti belirlenmistir. Calismanin ikinci
asamasinda bu genotiplerde 3 adet SCAR ve 4 adet CAPS primeri olmak tizere 7 adet
primer ile tarama yapilarak ZYMV, CMV ve WMV’ne karsi dayaniklilik ile ilgili
belirteglerin varligi tespit edilmeye calisilmigtr. SCOPE14s4; primerinde 21 genotipte
bant tespit edilirken, Creb-2 dayaniklilik genine bagli olarak gelistirilen SCAPB051046
primerinin 25 genotipten yalnizca U6, Ul3 ve YYU6 genotiplerinde bant verdigi
goriilmiistiir. ZYMV ve WMV’ ye kars1 dayaniklilik genlerine bagli olarak gelistirilmis
olan VirSg-F19 primeri YYU47 genotipi diginda tiim genotiplerde bant vermistir. Zym
dayaniklilik geni ile iliskili 4 CAPS primerinden sadece ikisinden sonug elde edilmistir.
dCAPS-G99A ve CAPS-T86C primerleri ile istenilen gen bolgesi ¢ogaltilmis fakat
kesim enzimleri (Dra I/Mnl 1) igin istenilen bant araliklarinda kesme islemi

gerceklesmemistir.

Anahtar kelimeler: CAPS, Kavun, Mekanik inokiilasyon, SCAR, Viriise
dayaniklilik






ABSTRACT

DETERMINATION OF VIRUS RESISTANCE WITH MECHANIC
INOCULATION AND MOLECULAR METHODS IN SOME MELON
ACCESSION COLLECTED FROM VAN LAKE BASIN

TURAN, Sibel
M. Sc. Thesis, Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ceknas ERDINC
June, 2018, 43 pages

In this study, it was aimed to determine the resistance of 22 melon genotypes
collected from Van Lake Basin, 3 resistant genotypes and 2 commercial varieties to
ZYMV (Zucchini Yellow Mosaic Virus) by using mechanical inoculation method, also it
was aimed to determinate the presence of resistance markers ZYMV (Zucchini Yellow
Mosaic Virus), CMV (Cucumber Mosaic Virus) and WMV (Watermelon Mosaic Virus)
genotypes in melon genotypes and varieties through SCAR and CAPS marker methods.
After mechanic inoculation disease severity was determined according to 0-5 scale by
performing morphological observations in genotypes. In second stage of the study the
presence of markers related to resistance genes against to ZYMV, CMV and WMV
were defined in these genotypes by screening with 7 primers including 3 SCAR primers
and 4 CAPS primers. While bands were obtained from SCOPE14s4; primer in 21
genotypes SCAPBO05;046 primer that was developed based on the Creb-2 resistance gene
gave bands only in the U6, U13 and YYUG6 genotypes from 25 genotypes. VirSg-F19
primer that was developed based on the resistance genes to ZYMV and WMV gave
band in all genotypes exluding YYU47. Only two of the 4 CAPS primers associated
with the Zym resistance gene produced band. The desired gene region was amplified
with the primers dCAPS-G99A and CAPS-T86C, but no restriction was performed at

the desired band intervals for the restriction enzymes (Dra | / Mn 11).

Keywords: CAPS, Melon, Mechanic inoculation, SCAR, Resistance to virus






ON SOZ

Calismalarimi1 yonlendiren, arastirmalarimin her asamasinda bilgi, Oneri ve
yardimlarini esirgemeyerek akademik ortamda oldugu kadar beseri iliskilerde de engin
fikirleriyle yetisme ve gelismeme katkida bulunan danmisman hocam saym Dr. Ogr.
Uyesi. Ceknas ERDINC e tesekkiir ederim.

Tezim i¢in tohum temin etmeme yardimci olan degerli hocalarim sayin Prof. Dr.
Suat SENSOY’a ve saym Dog. Dr. Mehtap YILDIZ’a tesekkiir ederim. Calismamin
inokulasyon asamasinda destek ve bilgilerinden yararlandigim degerli hocam Dr. Ogr.
Uyesi. Mustafa USTA ya tesekkiir ederim. Tez jiirimde yer alan ve degerli katkilarin
sunan saym Dr. Ogr. Uyesi Faheem Shehzad BALOCH a tesekkiir ederim.

Calismam boyunca beni manevi olarak tesvik eden ve her tiirlii destegi veren
degerli arkadaslarim Ars. Gor. Metin KOCAK, Rabia Nur BAYRAM, Buse Nihan
DERICIOGLU, Yasemin KOCAK, Ars. Gor. Ozlem CAKMAKCI ve Ars. Gor. Hilal
YILMAZ’a sonsuz tesekkiir ederim.

Sevgi ve desteklerini hayatim boyunca hissettigim ailem canim annem Zennure
TURAN’a, canim babam Pasa TURAN’a ve canimdan ¢ok sevdigim kardeslerime bu
stiregte gosterdikleri sabir, anlayis ve destek icin ¢ok tesekkiir ederim.

Calismaya FYL-2017-5899 nolu proje ile destek veren Van Yiizinci Yil

Universitesi BAP Koordinasyon Birimine tesekkiir ederim.

2018
Sibel TURAN






ICINDEKILER

Sayfa

OZET oottt i
ABSTRACT e ii
ON SOZ .ottt ettt bbbttt %
ICINDEKILER ......cocviviiiititeieteieccete ettt vii
CIZELGELER LISTESI ..ottt ettt iX
SEKILLER LISTEST.....viiiciitiiie ettt es st s st en s en s Xi
SIMGELER VE KISALTMALAR .....cccoviuiiitiieiiticce et Xiii
L GRS 1
2. KAYNAK BILDIRISLERI. .. ..ottt 9
3. MATERYAL VE YONTEM........ooouiiiiiiiiii e 15
TN AV - (=Y Y | SO PS 15
K 4011 1<) 1 o B OO PETST TP TTRR PP 15
3.2.1. Virilis kaynaginin olugturulmast .........c.ccerveriiiineinieic s 15
3.2.2. Kavun genotip ve ¢esitlerinin iklim odasinda yetistirilmesi.............ccccue.e 16
3.2.3. ZYMV INOKUIASYONU ...t 17
3.2.4. Belirtilerin gozlenmesi, skalanin olugturulmasi ve degerlendirme............. 18
3.2.5. DNA GZOIASYONU.....uiiiiiiiiiiieiie e 20
3.2.6. PCR aliSMalari.......cc.ceiiuieiiiiiiesiie it s 22

4 BULGULAR VE TARTISMA . ..., 25

4.1. Yapay Inokulasyon Yéntemi Ile Kavun Genotiplerinin Dayaniklilik
Durumlarinin Belrlenmesi .........cccviiviiiiiiiiiieeee e 25

4.2. Molekiiler Belirteclerle Kavun Genotiplerinin Dayaniklilik

Durumlarinin BEHITENMEST ......oovviiiiiii e 28
5.80NUC VE ONERILER...........oiiuiiiiiiiii e, 35
N 2 I = T 37
QY213 2111 § SRS 43

Vil






CIZELGELER LiSTESI

Sayfa

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kavun genotipleri.........cccocvvviiiiiiieniiiesniie e, 15

Cizelge 3.2. Elde edilen Nanodrop SONUGIATIT ........cccveiieriiiiiiiciiic e 21

Cizelge 3.3.Calismada kullanilan primerler .........ccccocvveiiiiiiiiiie e 22
Cizelge 4.1. Periyodik gozlemler ve skala ortalamalari ile elde edilen hastalik

$1Adeti (90) AEZETIETT ..o.vveviiiiiiiieicee e 26

Cizelge 4.2. SCAR primerlerinin genotiplere gore meveudiyeti........coovvvvvriveiirinereenn. 31






SEKILLER LISTESI

Sekil 3.1. Sakiz kabagi yapraklarinda ZYMYV nin neden oldugu mozaik,
kabarciklanma ve deformasyon goriniimil........ccccocvvvevivieeiiiieniiienniee e 16

Sekil 3.2. Calismada kullanilan kavun genotiplerinin iklim odasinda yetistirilmesi ..... 17
Sekil 3.3.Kavun genotiplerinin kotiledon yapraklarina ZYMYV inokulasyon asamalari. 18

Sekil 3.4. ZYMV’nin olusturdugu hastalik siddetini degerlendirmede kullanilan

0-5 skalasinin degerleri ve yapraktaki goriniimil............ccccovvverieninininnennnns 19
Sekil. 4.1. SCAPBO05 SCAR primerine ait 25 genotip i¢in jel gorintiisii ...........cccue..... 28
Sekil 4.2. SCOPE14 SCAR primerine ait 25 genotip i¢in jel gorintiisii ...........cevvvenene 29
Sekil 4.3. VirSq-F19 SCAR primerine ait 25 genotip i¢in jel gorintiisii...........ccocvvunene 29
Sekil 4.4. dCAPS-G99A CAPS primerine ait jel gOrintlisii ........ceevvvvvviiieeriieiinieeniennns 32
Sekil 4.5. CAPS-T86C CAPS primerine ait jel gorintisii.........c.ccooevvverereineneienenns 32
Sekil 4.6. CAPS-2 CAPS primerine ait jel gOrintliSti .......coovverveereriiiciriieeseeeee e 33

Xi






SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis baz1 simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama

°C Santigrat derece

cm Santimetre

MgCl, Magnezyum kloriir

ul Mikrolitre

% Yiizde

mm Milimetre

pH Power of Hydrogen (Hidrojenin Giicii)
Kisaltmalar Aciklama

CAPS Kesilip Cogaltilmis Polimorfik Diziler
CMmvVv Cucumber Mosaic Virus

DNA Deoksiriboniikleikasit

ddH,0O Deiyonize su

dNTPg Deoksiniikleotit fosfatlar

ELISA Enzim Linked Immunosorbent Assay
PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

SCAR Sirayla Karakterize Edilmis Amplifiye Bolgeler
WMV Watermelon Mosaic Virus

ZYMV Zucchini Yellow Mosaic Virus
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1. GIRIS

Tiirkiye, Diinya iilkeleri arasinda sebzecilik potansiyeli yoniinden 6nemli bir
yere sahiptir. Sebzecilik sektorii gegmisten giiniimiize biiylik asamalar kaydetmistir.
Gerek birim alandan fazla gelir getirmesi, gerek iiretiminin teknolojiye yatkinligr ve
gerekse yeni sebze tiir ve gesitlerinin devreye girmesiyle 1980’li yillardan itibaren
degisime ugramistir. Giinlimiizde sebze tliketimine olan i¢ ve dis talebin artisi, farkl
sektorlerin sebzecilik sektoriine yaptiklar1 yatirimlarla sebzecilik faaliyetleri tilkemizde
aile sebzeciliginden modern sebzecilige dogru ydnelmistir (TUIK, 2017). Diinyada 57.2
milyon hektar alanda, 1.1 milyar ton yas sebze tiretimi yapilmistir. Tiirkiye, 30 milyon
tonluk tiretimi ile diinya siralamasinda dordiincii sirada yer almakta ve diinya yas sebze
tiretiminden % 2.5 oraninda pay almaktadir (FAO, 2016).

Tiirkiye’de 808.000 ha’lik alanda yaklagik 30 milyon ton sebze iiretimi
yapilmaktadir. Bu tiretimin yaklasik %80’ini meyvesi yenen sebze tiirleri olusturmakta
ve kavun bu tiirler igerisinde liretim bakimindan yaklagik 1.813.422 ile dordiincii sirayi
almaktadir (TUIK, 2017). Ulkemizin ¢ok soguk bdlgeleri disinda hemen her bolgesinde
yetistiriciligi yapilan kavunun en fazla {iretimi Marmara, I¢ Anadolu, Dogu Anadolu ve
Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde yapilmaktadir. Tirkiye’de kavunun en fazla
yetistirildigi il Ankara iken bunu Manisa, Diyarbakir, Balikesir ve Konya takip
etmektedir (TUIK, 2017).

Kavun (Cucumis melo L.); Cucurbitaceae familyasi, Cucurbitoideae alt
familyasi, Melothrieae takimi, Cucumerinae alt takimina ait, 2n= 2x= 24 kromozoma
sahip diploid bir sebze tiiriidiir (Robinson ve Decker-Walters, 1997; Pitrat ve ark. 1999).
Meyvelerinin yiiksek oranda aromaya sahip olmasi, farkli tatlarda yazlik ve kishk
cesitlerinin bulunmasi, yil icerisinde uzun bir dénemde tiiketilebilmesi kavunun
ekonomik agidan en onemli sebze tiirleri arasinda yer almasini saglamaktadir.

Kavun tipleri arasinda ¢ok biiyiik bir gesitlilik oldugu goézlemlenmis ve bu
nedenle farkli sekillerde simiflandirmalar yapilmistir. Agronomik oOzeliklerine gore
kavunlart farkli gruplara ayiran arastirmacilar bu oOzelliklere gore kavunlart kisaca;
cantalupensis (kantalop veya muskmelon), inodorus (kislik kavunlar), flexuosus (acur),

conomon (tursuluk kavunlar), dudaim veya chito (kokulu cep kavunlari) ve momordica



(catlak kavunlar) diye alt1 ana grupta siiflandirmiglardir. Arastirmacilar bu alti gruba
giren kavunlarin, subsp. melo’ ya ait kavunlar oldugunu ve Asya’ da 6nemli Olgiide
yetistirilmekte oldugunu belirtmislerdir (Robinson ve Decker- Walters, 1997). Bu
siniflandirmalarin  ardindan bir¢cok arastirmaci daha oOnceki kavun simiflandirma
calismalarini karsilastirmis ve 11 tanesi (cantalupensis, reticulatus, adana, chandalak,
ameri, inodorus, chate, flexuosus, chito, dudaim ve tibish) subsp. melo alt tiiriine ait,
5 tanesi (momordica, acidulus, conomon, makuwa ve chinensis) de subsp. agrestis alt
tiriine ait olmak {izere toplam 16 tipin kavun siniflandirmasi i¢in kullanilabilecegini
belirtmislerdir (Pitrat ve ark. 2000; Nunez-Palenius ve ark. 2008).

Diger bitki tiirlerinde oldugu gibi kabakgil familyasinda bulunan sebzelerin de
tretimini simirlandiran en Onemli faktorlerin basinda hastaliklar ve zararlilar
gelmektedir. Hastalik ve zararlilar, birim alandan alinan verimin azalmasina, bazi
cesitlerin kaybolmasina ve iiriinde kalite kaybina neden olmaktadir. Bunlar igerisinde
dogrudan miicadelesi olmadig i¢in virtis hastaliklar1 olduk¢a onemli bir yere sahiptir.
Virilis hastaliklarinin siddeti yildan yila, virlis-konukgu-vektor ve cevre faktorlerinin
etkisine gore degisebilmektedir.

Dogal mutasyonlar ve kavunun dollenme biyolojisinden kaynaklanan
Ozelliklerden dolayr yerel kavun populasyonlarinin zengin bir cesitlilik gosterme
olasilig1 yiiksektir. Bu zengin ¢esitliligin kaybolmasini 6nlemek ve secilecek
materyallerin 1slah ¢aligmalarinda kullanilmasini saglamak amaciyla, gen kaynaklarinin
korunmasina ve 1slahina yonelik ¢aligmalarin oldugu bildirilmektedir (Sensoy ve ark.,
2007).

20. ylizyilda klasik 1slah yontemleriyle elde edilen yeni gesitler, bitkisel iiretimin
onemli bir diizeyde arttirmasini saglamasina ragmen, 21. yiizyilda artan niifusun ihtiyag
duyacag: bitkisel {irlinii karsilamada yetersiz kalacagi diistiniilmektedir. Klasik 1slah
yontemleriyle yiiriitillen 1slah programlar1 yillarca devam etmis olsa da, kisirlik ve
uyusmazlik gibi durumlarda islevini yitirmekte ve organizmalar arasinda gen
aligverisini  siirlamaktadir. Bu gibi  durumlarda biyoteknolojik  yoOntemlere
basvurulmaktadir.

Bitkilerde hastalik olusturan virisler ile ilgili kimyasal miicadele yontemlerinin
bulunmayis1 bu hastaliklarin énemini giderek arttirmaktadir. Uretim alanlarinda sorun

olan bu viral hastaliklarin kontroliinde kiiltiirel yontemlerin uygulanmasi, dayanikli



cesitlerin kullanilmas1 ve vektorlerle miicadele etmenin Onemi oldukga biiyiiktiir.
Viriisler ile miicadelede uygun teshis ve gerekli 6nlemlerin alinmasi olduk¢a 6nem arz
etmektedir.

Kabakgiller pek ¢ok virilis hastaligina konukguluk etmekte ve bu durum 6nemli
diizeylerde iiriin kayiplarina neden olmaktadir. Diinya'da kabakgiller familyas1 i¢indeki
bitki tiirlerinde zarar yapan ve ekonomik kayiplara neden olan ¢ok sayida viriis etmeni
bulunmaktadir (Zitter ve ark. 1996). Kabakgilleri infekte eden, cogu ekonomik 6neme
sahip 32 bitki viriisii tespit edilmistir. Bu virtislerin ¢ogu farkli cins ve familyaya ait
bitkileri infekte ederken bir kag tanesi kabakgillerle sinirli kalmistir.

Viriislerle miicadelede en onemli kontrol stratejileri; vektor bocekler igin
insektisidlerin, konukcu bitkiler i¢in ise herbisitlerin kullanilmasi veya genetik
dayanikliliktir (Provvidenti ve Kyle, 1993). Dayaniklilik genellikle patojen spesifik
olmasma ragmen, viris hastaliklarinin kontroliinde en ekonomik metottur. Bazi
kabakgillerde viriis hastaliklarina dayaniklilik, viriis kilif proteinleri ile saglanmakla
birlikte (Quemada ve ark., 1990; Namba ve ark., 1992;) islah¢ilarin yararlanabilecegi
dogal dayaniklilik kaynaklar1 da bulunmaktadir.

Virlis hastaliklarina karsi degisik kabakgil tiirlerinde dayaniklilik &zelligi
bulunmaktadir. Kavunda P1414723 islah materyalinde ZYMV’ye dayanikliligin oldugu
ve bu dayanikliligin tek bir genle idare edildigi saptanmistir (Pitrat ve Lecoq, 1984).
Viriis hastaliklar1 ve zararlilarla miicadelede kimyasal materyaller kullanilarak kayiplar
az da olsa azaltilabilmektedir. Ancak hastalik etmenlerinin kimyasal maddelere
dayanikli irklar (suslar) gelistirmeleri, yeni kimyasallarin kullanimini gerekli kilmakta,
bu da dogal dengeyi bozarak 6nemli ¢evre sorunlaria neden olmaktadir. Ozellikle son
yillarda g¢evre bilincinin artmasiyla kimyasal ilaglarin ekolojik denge ve insan sagligi
tizerindeki olumsuz etkileri daha fazla tartisihir hale gelmis ve bdylece kimyasal
maddelere alternatif olabilecek sistemler lizerindeki ¢aligsmalar artmistir (Cetiner, 1993).

Tiirkiye’de kabakgil yetistirme alanlarinda bulunan en 6nemli viriislerin kabak
sart mozaik viriisii (Zucchini Yellow Mosaic Virus=ZYMV), hiyar mozaik viriisii
(Cucumber Mosaic Virus=CMV), karpuz mozaik viriisii 1 (Watermelon Mosaic 1
Virus=WMV1), karpuz mozaik viriisii 2 (Watermelon Mosaic 2 Virus=WMV2) ve
kabakgil afitle tagman sarilik viriisii (Cucurbit Aphid-Borne Yellows Virus=CABYYV)
oldugu belirlenmistir (Nogay, 1983; Ertung, 1992; Yilmaz ve ark., 1992; Citir ve ark.,



1998; Sevik ve Sokmen, 2001). Bu virlisler bitkilerde gelisme geriligine, siddetli
enfeksiyonlar sonucu anormal meyve ve yesil aksam olusumuna neden olmakla birlikte
meyve olusumunu da tamamen engelleyebilmektedir.

Kavun tiirtinde etkili olan ¢ok sayida virlis hastaligit bulunmakla birlikte,
Tiirkiye’de bunlardan en yaygin olarak bulunanlarinin ZYMV ve CMV (Yilmaz ve
Davis 1984, Yilmaz ve ark., 1992) oldugu tespit edilmistir. Tiirkiye’de yaygin olarak
yetistirilen bazi kavun genotipleriyle yapilan calismalarda, denemede yer alan tiim
cesitlerin ZYMV’ye hassas olduklari; bu hassasiyetin 6zellikle Yuva ve Hasanbey
cesitlerinde onemli kayiplara neden oldugu belirlenmistir (Sar1 ve ark., 1994).

Bir potyviriis olan ZYMV kabakgillerde diinya c¢apinda ekonomik agidan en
onemli virlis hastaligi olarak kabul edilmektedir. Kabakgillerde erken donemde
infeksiyon olursa, toplam verimde ve pazarlanabilir meyvelerde kayip % 100'e kadar
cikabilmektedir (Blua ve Perring 1989, Deshiez ve Lecoq 1997, Fletcher ve ark. 2000,
Coutts ve ark. 2011a). ZYMV ilk kez 1973 yilinda Italya'da bulunmus ancak 1981'de
tanimlanmustir (Lisa ve ark. 1981). ZYMV koloni olusturan ve olusturmayan yaprak
bitleri tiirleriyle, Aphis gossypii, A. craccivora, A. spireacola, A. middletoni,
Acyrthosiphon kondoi, Acyrthosiphon pisum, Lipaphis eriysimi, Macrosiphum
euphorbiae, Myzus persicae, Uroleucon sp. ile non-persistent olarak (Yuan ve Ullman
1996, Katis ve ark. 2006) bazi kabakgil tiirlerinin tohumlarinda diisiik seviyelerde
tasinmaktadir (Schrijnwerkers ve ark. 1991, Fletcher ve ark. 2000, Tobias ve ark. 2008,
Simmons ve ark. 2011, Coultts ve ark. 2011b). Kabakgil yetistirildigi donemler diginda
infeksiyon kaynagi olarak ¢ok az konukgu bitki tiirline sahiptir (Perring ve ark. 1992,
Desbiez ve Lecog 1997, Svoboda ve Polak 2002, Coutts ve Jones 2005, Coutts ve ark.
2011b). ZYMV, ipliksi bir yapida 750 nm uzunlukta ve 11 nm genislikte bir viristiir.
Virionlar % 4.5- 7 oraninda niikleik asit ve % 93-95.5 oraninda protein igermektedir.
Genom pargalari tek iplikli dogrusal RNA dan meydana gelmekte, genom bdlmesiz ve
en biiyiik genom pargast 9 kb'dir (Brunt ve ark. 1996).

ZYMV'nin infeksiyon zamani ve bitkide meydana getirdigi simptomlar gevre
kosullarina bagli olarak degismekle birlikte, bulasik bitkilerde bodurluk, kloroz,
deformasyon, mozaik, geng siirgiinlerde ipliklesmeye ve ¢icek azalmasina neden
olmakta ve buna bagli olarak da iirlin azalmasma yol agmaktadir (Blua ve Perring,

1989). ZYMV, Cucumis sativus, C. melo, Cucurbita pepo, C. moschata indikator



bitkileri tizerinde lokal lezyon ve latent infeksiyonlara neden olmaktadir. Chenopodium
amaranticolour ve Chenopodium quinoa bitkilerinde bolgesel lezyonlara, Sesamum
indicum 'da mekanik inokulasyon ile bulastirilmis ZYMYV, mozaik ve deformasyon
simptomlarina neden olmaktadir (Brunt ve ark. 1996).

ZYMV’ye dayaniklilik kabakgillerden hiyar (Cucumis sativus L.), kavun
(Cucurbita melo L.) ve kabak (Cucurbita pepo L.) tiirlerinde rapor edilmistir.
Portekiz’de yetistirilen ‘Mennina 15’ isimli bir kabak (Cucurbita moschata Duchesne)
cesidinde ZYMV’ye dayanikliligin tek bir dominant gen ile idare edildigi tespit
edilmistir (Gilbert-Albertini ve ark., 1993). Yakin zamanda, Ekbi¢ ve ark., (2010)
mekanik inokulasyon yontemi ile testledikleri 67 kavun genotipinden 4’{iniin ZYMV’ye
kars1 dayanikli oldugunu tespit etmislerdir. Provvidenti (1991), iki yabani ¢esit harig¢
test ettigi tiim kabak cesitlerinin ZYMV’ye karsi duyarli oldugunu belirlemistir. Viral
hastaliklarin kontroliinde kullanilabilecek etkili bir kimyasal bulunmamasindan dolayz,
ZYMV’ye dayanikli cesitlerin 1slah1 ve tiretimde kullanilmasi en 6nemli miicadele
yontemi olarak goriilmektedir (Amano ve ark., 2013).

Hiyar mozaik virtisi (CMV) , ilk olarak hiyar (Cucumis sativus L.) bitkisi
tizerinde 1934 yilinda Amerika’da Price tarafindan bulunmustur. Bu virtis Bromoviridae
familyasi igerisinde yer alan Cucumovirus cinsinin en énemli {iyelerinden birisi olarak
kabul edilmektedir. Viriis 100 familyaya giren 1200°den fazla bitkiyi enfekte edebilme
yetenegine sahiptir (Zitter ve Murphy, 2009). CMV izometrik yapida olup, yaklasik
olarak 28 nm ¢apindadir. Virionlar, % 18 niikleik asit ve % 82 protein icermektedir.
Genom yapilar1 tek iplikcikli dogrusal RNA' dan meydana gelmektedir ve en biiylik
genom pargast (RNA 1) yaklasik 3350 niikleotid, ikinci en bliylik parcasi (RNA 2)
yaklasik 3035 niikleotid, tgiincii en biiyiik parcasi (RNA 3) ise yaklasik 2200
niikleotitden olugmaktadir. RNA 3 ayrica yaklasik 1030 niikleotid olan RNA 4'i de
icerisinde kapsamaktadir. Genomik niikleik asitleri Ernest A. Gould tarafindan izole
edilmistir. Temel bilesiminde % 24 G, % 23 A, % 23 C, % 30 U bazi bulunmaktadir
(Francki ve ark. 1979, Brunt ve ark. 1996).

CMYV, 80'den fazla yaprak biti tiirii (Insecta: Hemiptera: Aphidoidea), ile
nonpersistent (nesilden nesile taginim) bi¢imde tasinmaktadir (Francki ve ark. 1979,
Raccah ve ark. 1985, Nault 1997). Aphis gossypii, Myzus persicae ve Acyrthosiphon

pisum bu yaprak bitleri arasinda bulunan 6nemli vektorlerdir (Palukaitis ve ark. 1992,



Perry ve ark. 1998). CMV yaprak bitleriyle tasinmanin yani sira mekanik inokulasyon
ve tohumla da tagmabilmektedir (Neergaard 1977, Tomlinson ve Carter 1970).
Belirtileri degisken olmasina ragmen, hemen hemen tiim kabakgiller CMV' ye karsi
duyarhdir.

CMYV, pek cok konukgu bitkide sistemik infeksiyonlara neden olmakta, fakat
baz1 bitkilerde simptomsuz olabilmektedir. Simptomlar infekte edilen bitkiye ve
infeksiyon zamaninda bitkilerin yasma bagli olarak biliyilkk oranda degisiklik
gosterebilmektedir (Gallitelli 2000). CMV, infekteli bitkilerde mozaik, meyve
olusumuna ve yapraklarda sekil bozukluguna ve bitkilerin Oliimiine neden
olabilmektedir (Kosaka ve Fukunishi 1997). CMV, Cucumis sativus, Cucurbita pepo,
Citrullus lanatus, Solanum lycopersicon, Capsium annum, Nicotiana tabacum, N.
rustica, Chenopodium amaranticolour ve C. quinoa indikator bitkilerinde mekanik
inokiilasyonlar sonucunda damar agilmasi ve mozaik simptom gostermektedir (Franki
ve ark. 1979, Kosaka ve Fukunishi 1997).

Potyviriis liyesi olan WMV-2, tiim diinyada, 6zellikle de iliman iklimlerde ve
Akdeniz Bolgesi’nde oldukga yaygin bir bitki virtisiidiir (Sharifi ve ark., 2008). WMV-
2, ilk olarak 1965 yilinda Webb tarafindan karpuz bitkisinde saptanmis ve daha sonra
diinyanin karpuz ve kabakgil yetistirilen bir¢ok {ilkesinde rapor edilmistir (Nameth ve
ark., 1983; Davis, 1986). Tiirkiye’de ise, ilk olarak Nogay ve Yorganci tarafindan 1984
yilinda tespit edilmis olan bu viriis hastaligi, daha sonra kabakgiller iizerinde yapilan
siirvey calismalarinda diger arastiricilar tarafindan da rapor edilmistir (Erdiller ve
Ertung, 1987; Yilmaz ve ark., 1994; Citir ve ark.,1998; Sevik ve Arli-S6kmen, 2003;
Kaya ve Erkan, 2011).

WMV-2, esnek ¢ubuk formunda ipliksi partikiillere sahip olan, 730-765 nm
uzunlugunda yaklasik 10 035 niikleotid igeren tek iplik¢ikli RNA yapisindadir. Kilif
proteini 49 kDA biiyiikliigiindedir. Bu viriis hastalig1 ile infekteli kabakgil bitkilerinde
bodurluk, kloroz, deformasyon, mozaik, geng siirgiinlerde ipliklesme ve ¢igek azalmasi
goriilmekte ve buna bagl olarak da iirlin kayiplart meydana gelmektedir (Thomas,
1971; Lecoq ve Desbiez, 2012). Ayrica WMV-2, fasulye basta olmak iizere, Malvaceae,
Legumunosae ve Chenopodiaceae gibi cesitli familyalara dahil yabanci otlarda ve siis

bitkilerinde de hastalik meydana getirebilmektedir.



Bu caligmada, Van Goli Havzasi’ndan toplanmis olan bazi yerel kavun
genotiplerinin ZYMV’ye kars1 dayaniklilik durumlarinin mekanik inokulasyon yontemi
ile belirlenmesi amaglanmaktadir. Ayn1 zamanda ZYMV, CMV ve WMV igcin
gelistirilmis olan bazi SCAR ve CAPS belirtecleri kullanilarak s6z konusu kavun
genotiplerinin bu {i¢ virlise karst dayaniklilik genlerine ait markorlerin varliginin
belirlenmesi hedeflenmektedir. Bu sekilde 6zellikle yaygin bir virlis olan ZYMV’ye
dayanikliligin mekanik inokiilasyon ve molekiiler yontemler ile birlikte test edilmesinin
yanisira CMV ve WMV viriislerine dayaniklilik agisindan da genotiplerin molekiiler

yontemlerle taranmasi saglanacaktir.






2. KAYNAK BILDIRISLERI

Kavunun (Cucumis melo L.) anavatani hakkinda arastirma yapan bir¢ok bilim
adami arasinda farkli goriigler vardir. Bazilar1 kavunun Afrika orijinli bir bitki oldugunu
belirtirken bazi arastirmacilar da kavunun Asya ve 6zellikle Iran ve Dogu Anadolu
kokenli bir bitki oldugu konusunda birlesmektedirler. Kavun, diinyada ikincil gen
merkezi olarak Tiirkiye’ den, Japonya’ ya kadar olan genis bir alana yayilmis dnemli bir
sebze tiiridiir. Tirkiye’de zengin yerel kavun populasyonlarmin oldugu degisik
arastirmacilar tarafindan belirtilmistir; Zhukovsky (1951) ve Giinay (1993), kavunun
Avrupa’ya Anadolu’dan gétiiriildiigiinii ve ozellikle de Fransa, Almanya ve Italya’ da
genis capta yetistiriciligi yapilan kantalop kavununun, Van yoresinden Romali
misyonerler tarafindan alinarak yayildigini belirtmislerdir. Bu goriislerin 15181 altinda,
kavunun anavatanini en kuvvetli gériis olarak Anadolu, Iran ve Orta Asya olarak kabul
etmek miimkiindiir(Pitrat ve ark., 1999).

Diinyanin ikinci biiyiik kavun {iretici iilkesi olan Tiirkiye, kavunun ikincil gen
merkezleri arasinda yer almaktadir (Pitrat ve ark. 1999). Yerel kavun populasyonlarinin,
dogal mutasyonlar ve kavunun dollenme yapisindan kaynaklanan 6zelliklerden dolayz,
zengin bir ¢esitlilik gosterme olasiligi yiiksektir. Bu zengin hazinenin kaybolmasini
onlemek ve segilecek materyallerin 1slah calismalarinda kullanilmasini saglamak
amaciyla, gen kaynaklarmmin korunmasi ve bunlarin i¢inden seleksiyon c¢aligmalari
devam etmektedir (Sensoy, 2005).

Kabakgil bitkilerinin {iretimi sirasinda karsilagilan hastalik ve zararlilar iiretimde
en biiylik sorunu olusturmaktadirlar. Zitter ve ark. (1996) yaptigi arastirmada kabakgil
sebze tiirlerinde 6nemli diizeyde verim ve kalite kaybina yol agan 200’den fazla hastalik
oldugunu bildirmistir. Kabakgil bitkilerinde hastaliklara neden olan etmenler arasinda
virilislerin sebep oldugu zararlarin daha fazla oldugu bildirilmektedir (Y1lmaz ve Cigsar,
2006). Viral hastaliklar diinya c¢apinda onemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir.
Kabakgil bitkilerinde 50°den fazla viriis ve 4 viroid enfeksiyon meydana getirmektedir.
Kabakgil virtislerinin bir kismi heniiz tam olarak karakterize edilememis olup ayni viriis
farkl1 adlarla isimlendirilmektedir. Kabakgillerden bugiine kadar 35’ten fazla viriis izole
edilmistir (Provvidenti ve ark., 1996). Lisa ve Lecoq (1984), kabakgillerde 32 adet viriis
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ve virlis benzeri hastalik etmeni tespit edildigini ve bu viriislerin 26 tanesi mekanik
olarak 6zsu ile 9 tanesininde tohum ile tagindigini rapor etmislerdir. Bunlar igerisinde
ise; ZYMV, CMV, Squash Mosaic Virus (SgMV), WMV-2 ve Papaya Ringspot Virus
(PRSV)’niin kabakgillere zarar veren 6nemli viriisler oldugunubildirmislerdir. Meng ve
ark. (2007) ve Gu- Qinsheng ve ark. (2002) , kabakgillerde 46 viriis tiirliniin hastalik
yaptigini ve bunlardan en 6nemlilerinin ise ZYMV, WMV, CMV, PRSV-W ve SQMV
oldugunu belirlemislerdir.

Lecoq ve ark. (1992) Fransa’da kabakgillerin ¢ok sayida viriis hastaligindan
etkilendigini, bunlarin basinda da afitlerle tasinan CMV, WMV-2 ve ZYMV’nin
geldigini, CABYV viriisiiniin de iiretim alanlarinda onemli 6l¢iide soruna neden
oldugunu belirtmislerdir.

Dogimont ve ark. (1996) Fransa’da gergeklestirdikleri bir ¢alismada
Cucurbitaceae familyasindaki bitkilerin afit kaynakli bir¢ok viriisten etkilendigini
bildirmislerdir. Arastiricilar ¢alismalarinda CMV, WMV-2 ve ZYMV adli viriislerin
yaygin oldugunu, bununla birlikte son yillarda tanimlanan ve kabakgil afit kaynakli
sarilik viriisii (CABYV) adi verilen viriisiin de kabakgil {iretim alanlarinda saptandigini
bildirmislerdir.

Mekanik inokiilasyon ¢alismalari, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
testleri sonucunda viriis ile infekteli oldugu saptanan bitkilerden elde edilen izolatlarin
biyolojik tanis1 amaciyla yapilmaktadirlar. Kege ve ark.(2016), Dogu Akdeniz
Bolgesi’nde karpuz yetistirilen alanlarda karpuz mozaik viriisiiniin (WMV-2) biyolojik
ve serolojik olarak belirlenmesinde Mandal ve ark. (2001)’nin 6nerdigi mekanik
inokiilasyon yontemini kullanmislardir. Geng bitki dokularini, igerisinde soguk 0.01 M
potasyum fosfat tampon ¢6zeltisi (0.01 M 2- mercaptoethanol i¢eren, pH 7.0) bulunan
bir havanda, 1g bitki dokusu \5ml tampon ¢6zelti oraninda pargalamis ve elde edilen
ekstraktlari, karborandum tozu serpilmis indikatdr bitkilerin yapraklar: iizerine inokiile
etmislerdir. Daha sonra yapraklar1 bitki artiklarinin uzaklastirilmasi amaciyla, ¢esme
suyu ile yikamiglardir. Mekanik inokiilasyon calismalarinda, her bir indikator bitki
tirlinden 5’er adet WMV-2 ile bulastirirlarken, 5’er adet bitkiyi kontrol olarak
birakmiglardir. Arastirmacilar biitiin indikator bitkileri, 22-24 °C sicaklik, % 70 nem,
16/8 saat 1sik/karanlik periyodu ve 5000 lix 1sik siddetine sahip iklim odalarinda

muhafaza etmis ve simptom c¢ikisim1 gilinliik olarak gozlemislerdir. Skala degerlerine
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gore dayanikli genotipleri belirlemislerdir. Elde edilen sonuglara gore 1slah
calismalarina baglamislardir.

Erdiller ve Ozyanar (1983)’mn Ankara’nin Kalaba semti civarinda hiyar ekim
alanlarindan topladiklar1 6rneklerde; mekanik inokulasyon, serolojik testler ve elektron
mikroskobu ¢alismalarinda CMV’nin bulundugunu saptamislardir.

Nogay (1983), Marmara Bolgesinde 9 ilde Cucurbitaceae familyasi bitkilerinde
goriilen viriisleri tanilamis, etmenlerin tohumla tasinip tasinmadiklarini ve familya
icindeki konukcgularini saptamistir. Bolgede hastalik yiizdeleri 1979 yilinda yapilan
aragtirmalarda tespit edilmistir. Alinan G6rneklerde biyolojik ve serolojik yontemler,
fiziksel ozellikler ve elektron mikroskop incelemeleri ile CMV ve WMV-2
belirlenmistir.

Degirmenci ve ark. (2006)’nin hiyarda ZYMV’nin ¢apraz koruma (cross
protection) ile kontrolii icin yaptiklar1 calismada mekanik inokiilasyon yontemi
kullanmiglardir. ZYMV nin siddetli irkin1 kabak bitkilerine iklim odasinda mekanik
olarak inokule ederek ¢ogaltmislardir. Bu sekilde ZYMV-WK’i ¢ogaltmis ve canli
materyal lizerinde muhafazasini saglamislardir. Mekanik olarak inokule edilen bitkilerin
geng yapraklarindan simptom gelisimini tamamlayanlardan bazi yapraklar alarak CaCl;
ile kurutarak ¢apraz koruma c¢alismalarinda kullanilmak iizere buzdolabinda muhafaza
etmiglerdir. Arastirmacilar bitkiler tizerinde ZYMV’nin olusturdugu simptomlari
bitkilerin ekiminden hasat donemine kadar gozlemislerdir. Simptomlarin ¢ikisini,
siddetli irkin bitkilere bulastirilmasindan itibaren {igiincii ve besinci haftada olmak iizere
iki kez degerlendirmislerdir. Bu degerlendirmeler sonucunda her tekerriirdeki bitkileri
tek tek inceleyerek 0-9 skalasina gore hangi gruba girdigini belirlemislerdir.

Nogay ve Yorganci (1984), Marmara bolgesinde kabakgilleri etkileyen viriis
hastaliklar1 lizerinde ¢aligmalar yapmislardir. Kabakgillerde zararl viriisleri bitkilerde
olusturduklar1 reaksiyonlar, fiziksel ozellikler, serolojik testler ve elektron mikroskobu
yontemiyle tanimlamislardir. Yapilan ¢aligmalarda, Anadolu yakasinda CMV’nin,
Trakya’ da ise WMV-2’nin hakim oldugu belirlenmistir.

Yardimci ve ark. (2000) Isparta ilinde Cucurbitaceae familyasi bitkilerinde
hastalia sebep olan viral etmenleri simptomatolojik ve serolojik yontemlerle
belirlemislerdir. Calisma sonucunda enfeksiyona ZYMV ve WMV-2 adli viriislerin

sebep oldugu saptanmustir.
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Vargiin ve Ertung (1995), kabak bitkisinde CMV ve ZYMV “niin birlikte ve ayri
ayr1 enfeksiyonlarinin bitki gelisimine (bitki boyu, ¢igek ve yaprak sayisi, geng, orta ve
yasli yaprak alani) olan etkisini incelemislerdir. Arastirma sonucunda, ZYMV+CMV
uygulamasinin bitki boyu ve yaprak sayisinda, CMV uygulamasinin ise ¢i¢ek sayisinda
azalmaya neden oldugu belirlenmistir.

Bitkilerde hastaliklara karsi dayanikli gesitlerin belirlenmesinde morfolojik ve
molekiiler belirteclerden yararlanilmaktadir. Morfolojik olarak genotipleri birbirinden
ayirmaya yarayan o6zelliklerin, ¢ok eskiden beri bilinmekte oldugu degisik arastirmacilar
tarafindan belirtilmistir. Gorsel olarak belirlenebilen, fenotipik kalitatif bu 6zellikler
genellikle sayilar1 ¢ok fazla olmayan, mutasyon sonucu olusmus epistatik etkiye
sahiptir. Son yillarda morfolojik belirte¢ kullaniminin bu olumsuzluklarini giderebilecek
protein ve DNA farkliliklarindan yararlanan molekiiler belirtegler kullanilmaya
baslanmigtir. Proteinlerde meydana gelen degisiklerle olusan izoenzimler, belirteg
olarak kullanilmaya baslanmis, fakat bu belirte¢lerin de sayisinin az olusu ve gevre
kosullarindan etkilenmeleri kullanimlarini kisitlamistir. DNA molekiiler belirtecleri ise
DNA dizilimindeki degisiklerin tespitiyle yararlanilan sayilarinin ¢ok olusu ve g¢evre
kosullarindan etkilenmemeleri sebebiyle ¢ok faydali olmuslardir (Giilsen ve Mutlu,
2005).

Zhao ve ark (2003) Cin’in Hangzhou sehrinden farkli kabakgil bitkilerinden elde
ettikleri ZYMV izolatlarindan 4 tanesinin tim genomun ve yine 4 tanesinin kilif
proteinini kodlayan bolgeyi de kapsayacak sekilde genomun 3’ ucunun dizi analizini
yaparak diinyada mevcut dizilerle karsilastirmislardir. Filogenetik analizler sonucunda,
izolatlarin birbirinden farkli 3 gruba ayrildigini saptamislardir.

Kim ve ark. (2016), bal kabaginda WMV ve ZYMV’ e kars1 direncli ¢esitleri
belirlemek icin RAPD ve SCAR markorleri gelistirmislerdir. Bu markdrlerle bal kabagi
hatlarinda direncli ve hassas cesitleri belirlemeyi hedeflemislerdir. Yiiz RAPD primeri
taranmis ve sadece 4 primer ( OPF10, OPF19, OPF20 VE OPL19) hem WMV hem de
ZYMV ig¢in direngliligi belirledikleri i¢in segilmistir. RAPD primerlerinden bir tanesi
ile basarili olarak bir SCAR primeri dizayn edilmistir (VirSq-F19). Bu markor
sayesinde kabak 1slahinda erken sathada WMV ve ZYMYV e kars1 direngli gesitlerin

secilebilecegi bildirilmistir.
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Daryono ve ark. (2009), yaptiklar1 calismada, kavunda CMV-B2 direng geni igin
RAPD ve SCAR primerleri gelistirmiglerdir. Calismada F, bitkileri kullanilmis ve
CMV-B2 direng geni olan Creb-2 igin kullanilan 2 RAPD markériinden SCAR
markorleri dizayn edilmistir. Boylelikle SCAR markorleri kullanilarak kavunda Creb-2
geni taranmis ve RAPD markorleri ile dayanikli ¢esitler siniflandirilmistir.

Amano ve ark. (2013), hiyarda ZYMV’ e kars1 dominantlig1 saglayan direng
genini Zym tasiyan ¢esitlerde DNA markorlerini kullanarak genetik haritalama
yapmislardir. Calismada SSR ve CAPS markorleri kullanilmistir. Toplam 125 SSR
primeri kullanilarak Zym geninin bulundugu lokus 6. kromozom ig¢in haritalama
yapilmistir. Ayrica kullanilan 2 CAPS primeri ile ZYMV e karst dayanikli gesitler
belirlenmistir. Bu sonuglarla, hiyarda ZYMV e kars1 direngliligin belirlenmesinde MAS
kullaniminin yayginlasabilecegini bildirmislerdir..

Poleg ve ark. (2002), yaptiklar1 ¢alismada kavunda viriislere karsi direncliligi
belirleyecek molekiiler markorleri aragtirmigladir. Dominant Zym-1 geni ile baglantili
bir SSR markdrii bulunmustur. ZYMV direngliligini igeren baska bir lokusta yeni bir
SSR markorii gelistirmiglerdir. Ayrica yakin izogenik hatlar (NIL) kullanilarak CMV’ye
kars1 dayaniklilikla baglantili 4 RAPD markdrii gelistirilmigtir. RAPD markdrlerinin
birisi sayesinde dayanikli cesit taramada yarar saglayacak bir SCAR markdrii dizayn
edilmistir.

Sipahioglu ve ark. (2015), baz1 yerli ¢erezlik kabak ¢esit adaylarinin ZYMV’ye
kars1 dayanikliligini arastirmislardir. Calismada 2005 yilinda Kirsehir, Kayseri,
Sakarya, Tekirdag, Nevsehir ve Konya’dan toplanan genotipler kullanilmistir. Dort yil
boyunca bu genotiplerin kendilenmesi ve seleksiyonu gergeklestirilmis ve S5
generasyonlart Uretilmigtir. Yiksek verimli, albenisi yiliksek ve kolay citlanan 108
kabak cesit veya genotipi toplanarak ZYMV ye dayanaklilik bakimindan test edilmistir.
Test edilen kabak c¢esit adaylariin hig¢ birisinin ZYMV enfeksiyonuna karsi tolerant,
dayanikli ya da immun olmadigi belirlenmistir. Test edilen timitvar kabak bitkilerinin
timii, ZYMV Tiirkiye izolatina karsi siddetli viral simptomlar sergilemistir. Tim
testlenen adaylarda hastalik siddetinin % 60 ile % 100 arasinda degisen araliklarda
farklilik gosterdigi tespit edilmistir.

Pachner ve ark. (2014), yaptiklari ¢alismada sakiz kabaginda ZYMV’ye karsi

direngliligi belirlemek i¢in fenotipik olarak gozlem ve molekiiler markorler
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kullanmuslardir. U¢ dominant direng geni ( Zym-0, Zym-1 ve Zym-2) igin bir SCAR ve
iki SSR markdrii bulunmustur. Bu ili¢ markor sayesinde ZYMV’ye direnglilik i¢in gen
piramitleri olusturulmustur.

Ling ve ark. (2009), yaptiklar1 ¢alismada karpuzda elF4E geni tek niikleotid
polimorfizminin Zucchini yellow mosaic viriisiine karsi direnglilikle yakindan baglantili
oldugunu gostermislerdir. Calismada SNP markdrlerinden CAPS  markdrleri
olusturulmustur. Arastirmacilar, karpuz eI[F4E’nin tim genomik sekansini elde etmeyi
hedeflemislerdir. Kullanilan CAPS markérleriyle ZYMV’e karst dayanikli hatlar
belirleyerek karpuzun 1slahina yardimci olunmasi hedeflenmistir.

Mandoulakani ve ark. (2015), kavunda ZYMV ‘e kars1 direngli popiilasyonlari
belirleyerek ISSR ve retrotranspozon markorleriyle genetik ¢esitliligi belirlemislerdir.
REMAP-IRAP ve ISSR markdrleriyle genetik ¢esitliligi ve bu markoérler ile ZYMV ‘ye
kars1 direngli popiilasyonlar arasindaki iliskiyi aragtirmay1 hedeflemisglerdir. Calismada
11 fran kavunu ve 12 ticari ¢esit arasinda 5 IRAP, 15 REMAP ve 20 SSR markorii
taranmisg, polimorfizm oran1 % 75.41 olarak belirlenmistir. Ayrica kullanilan genotipler
arasinda ZYMV enfeksiyonuna karsi verilen reaksiyonda biylik farkliliklar

gbzlenmigtir



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calisma Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji
Bolimii Laboratuvar1 ve Bahg¢e Bitkileri Boliimii’'ne ait iklim odasinda
gerceklestirilmistir. Calismanin ana materyalini Van Golii Havzasin’dan toplanmis 22
adet kavun genotipi, 2 adet ticari ¢esit ve pozitif kontrol i¢in 3 adet dayanikli gesit
olusturmustur (Cizelge 3.1). Viriis kaynag1 olarak Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii virlis koleksiyonunda yer alan oldukca siddetli yerli

ZYMV viriis izolat1 kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kavun genotipleri

Genotip Orijin Temin Edildigi Yer Genotip Orijin Temin Edildigi Yer
U6 Van Van-Sihke-Kirath YYU39 Van Van-Ergek-Aktas

u7 Van Van-Sihke YYU40 Van Van-Edremit-Kéopriiler
u10 Van Van-Sihke YYU45 Van Van-Edremit-Kopriiler
Ul11 Van Van-Sihke-Kirath YYU47 Van Van-Edremit-Kopriiler
uU13 Van Van-Sihke-Kiratl YYU24 Van Van-Edremit-Kopriiler
u19 Van Van-Unseli YYU46 Van Van-Muradiye

u22 Van Van-Ercis YYU41 Van Van-Muradiye

u25 Van Van-Er¢ek-Irgath YYU42 Van Van-Sihke

u28 Van Van-Erg¢ek-Irgatli T1 Kirkagac

u30 Van Van-Er¢ek-Irgath T2 Lokum

YYU1l Van Van-Ercis-Unseli CU-305 Adana Cukurova Univ.
YYUG6 Van Van-Ercis-Kozluca CU-100 Tiirkmenstan  Cukurova Univ.
YYU9 Van Van-Ercis-Celebibagt CuU-328 Ankara/Ayas  Cukurova Univ.

YYU15 Van

Van-Erg¢ek-Irgatli

3.2.Yontem

3.2.1. Viriis kaynaginin olusturulmasi

Calismada referans viriis kaynag olarak Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Ziraat

Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii viriis koleksiyonunda yer alan oldukga siddetli yerli
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ZYMV virlis izolati kullanilmistir. Bu amagla ilk olarak ZYMV’ye hassas oldugu
bilinen “Sakiz kabag1” iklim odasinda birkag saksiya ekilerek gelistirilmis ve kotiledon
yaprak donemine ulastiginda siddetli ZYMV izolati bulastirilarak virlis kiiltiirii
olusturulmustur. Bulastirmadan yaklasik bir hafta sonra viriisiin tiim belirtileri inokule
edilen kabak bitkilerinde gozlenmistir. Elde edilen viriis kiltiirii, kavun genotiplerine

bulastirmada inokulum kaynagi olarak kullanilmistir.

Sekil 3.1. Sakiz kabag1 yapraklarinda ZYMV nin neden oldugu mozaik, kabarciklanma
ve deformasyon goriiniimii.

3.2.2. Kavun genotip ve cesitlerinin iklim odasinda yetistirilmesi

Calismada kullanilacak kavun genotip/ ¢esitlerine ait tohumlar iklim odasinda
2:1 oraninda torf: perlit iceren 250 ml hacmindeki kaplara tesadiif parsellerin deneme
desenine gore ii¢ tekerriir ve her tekerriirde 4 bitki olacak sekilde ekilmistir. Referans
calismalar dikkate alinarak 3 adet dayanikli ve 2 adet ticari gesit ¢aligmaya dahil
edilmistir. Cimlenmeden sonra iklim odasi kosullarinda gelisen 10 giinlikk bitkilerin

kotiledon yapraklarina siddetli ZYMYV izolat1 bulastirilmistir.
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Sekil 3.2. Calismada kullanilan kavun genotiplerinin iklim odasinda yetistirilmesi.

3.2.3. ZYMV inokulasyonu

Iklim odasinda viriis kiiltiiriiniin olusturuldugu kabak bitkilerine ait simptomatik
yapraklar 0.01 M fosfat tamponu (pH: 7.2) i¢inde buz tizerinde ekstrakte edilerek, aday
bitkilerin kotiledon yapraklarina mekanik olarak inokule edilmistir. Viriis partikiillerinin
kavunlara bulagmasini kolaylastirmak amaci ile ekstrakt icerisine karborundum tozu
ilave edilmistir. Inokule edilen bitkiler daha sonra fosfat tamponu yakmalarina karsi
¢esme suyu ile yikanmigtir. Viriis bulagtirilan bitkiler simptom gelisimi igin 22-24 °C
sicaklik, % 70 nem, 16/8 saat (1s1k/karanlik) ve 10000 liix 151k aydinlatma kosullarina
sahip iklim odasinda yetistirilmis ve simptom ¢ikisi i¢in 3 er giin arayla gozlemlenmistir

(Sipahioglu ve ark.,2015).
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Sekil 3.3.Kavun genotiplerinin kotiledon yapraklarina ZYMYV inokulasyon asamalari.

3.2.4. Belirtilerin gozlenmesi, skalanin olusturulmasi ve degerlendirme

ZYMV ile inokule edilen fideler 1 hafta siire ile simptom gelisimi igin
beklenmis ve bu siire sonrasinda 0-5 skalasina gore bitkilerdeki hastalik siddeti

degerlendirilmistir. Bu skalaya gore;

0 = belirti yok,

1 = yaprak beneklenmesi yapragin %50’sinden az,

2 = yaprak beneklenmesi yapragin %50’sinden fazla,
3 = beneklenme ve mozaik,

4 = beneklenme, mozaik ve yaprak deformasyonu,

5 = iplik yapraklilik

Elde edilen skala degerleri Thousend Heuberger* formiilii yardimi ile hastalik
siddeti (%) degerlerine doniistiiriilmistiir (Es.3.1).

Y (Skala degerixSkalada degerlendirilen yaprak sayist)

*% Hastalik Siddeti = x 100 (3.1)

Toplam yaprak sayist XEn yiiksek skala degeri
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Ortalamalar hesaplanirken her bir bitkiye ait tiim yapraklardaki belirtilere
skaladan uygun deger verilmis ve bu degerler yukaridaki formiile gore hastalik siddeti
olarak hesaplanmistir. Her genotip i¢in 4 bitki kullanilmis ve elde edilen hastalik siddeti
toplanarak bitki sayisina (4) boliinmek suretiyle o gozlem donemine ait ortalama

hastalik siddeti elde edilmistir (Sipahioglu ve ark.,2015).

~\

Sekil 3.4. ZYMV’nin olusturdugu hastalik siddetini degerlendirmede kullanilan 0-5
skalasinin degerleri ve yapraktaki goriintimii. (0 = belirti yok, 1 = yaprak
beneklenmesi yapragin %50’sinden az, 2 = yaprak beneklenmesi yapragin
%>50’sinden fazla, 3 = beneklenme ve mozaik, 4 = beneklenme, mozaik ve
yaprak deformasyonu, 5 = iplik yapraklilik dahil agir hastalik belirtisi).

Virlis bulastiktan sonra hastalik siddetinin en fazla % 5 goriilecegi genotipler

tolerant, viriisiin bulasip ancak hi¢bir belirtisinin goriilmedigi bitkilerin dayanikli ve
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hicbir bulasmanin olmadig bitkiler ise immun olarak degerlendirilmesi planlanmistir.
Denemeye alinan her genotipin inokulasyon sonrasi virlise olan reaksiyonu periyodik

olarak ti¢ giinde bir kaydedilmistir.

3.2.5. DNA izolasyonu

Inokulasyon sonras1 0-5 skalasina gére degerlendirmeler yapildiktan sonra her
genotipten yaprak drnekleri alinmistir. Alinan yaprak drnekleri 24 saat siire ile -80°C°de
muhafaza edilmistir. Bu siire sonunda 6rnekler bekletilmeden liyoflizatorde (CHRIST-
ALPHA 2-4 LD plus) 2 giin siire ile bekletilerek kurutulmustur. DNA izolasyonu Doyle
ve Doyle’nin (1987), Doyle ve Dickson (1987) bildirmis oldugu yontem ve Cullings

(1992)'n1n yaptig1 minor modifikasyonuna gore yapilmistir.

Buna gore;
1. Yaklasik olarak 0.5 g yaprak oOrnegi liyofilizatér kullanilarak kurutulmustur.
Kurutulan 6rnekler Tissue Lyzer (QIAGEN-Tissue Lyserll) ile dgiitilmiistiir.

2. Ogiitiilen &rnekler 2 ml’lik eppendorf tiiplere konularak tiip icerisine ayrica 700 pl
CTAB tampon ¢ozeltisi (100 mM Tris-HCI, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, %2
CTAB, pH 8.0), 10 ul merkaptoetanol ve 4ul RNase eklenmistir.

3. Tampon ¢ozeltisi eklendikten sonra tiiplerin agz1 kapatilarak 6rnekler 65 °C sicakliga
sahip su banyosu icerisinde 30 dk birakilmis ve bu siire icerisinde birka¢ kez
hafifce karistirilmastir.

4. Su banyosundan c¢ikarilan 6rnekler biraz soguduktan sonra tampon ¢ozelti ile esit
hacimde 24:1 hacimli kloroform:izoamil alkol konularak 13500 rpm’de 30 dakika
santrifiij edilmistir.

5. Santrifiij islemi tamamlandiktan sonra ayrim tabakasi olugsmus ve bu tabakanin
uistiinde kalan sivi ( yaklasik 350 pl) yeni 2 ml’lik eppendorf tiiplerine aktarilip
tizerine 7.5 M soguk Amonyum asetat ( yaklasik 28ul) ve 204 ul soguk isopropanol
eklenmis ve iyice karistirilmistir. Ornekler -20 °C de 45 dk bekletilmistir.

6. 45 dk bekletilen ornekler 13500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip DNA dibe

coktiirtilmiis ve geri kalan s1v1 tiiplerden uzaklastirilmistir.
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7. Tiiplere 700ul %70 soguk etanol eklenip 13500 rpm’de 3 dakika santrifiij yapilarak
yikanma saglanmistir. Bu islem iki kez tekrarlanmugtir.

8. Yikama tamamlandiktan sonra kurutma islemi yapilarak 100 pl TE soliisyonu (10
mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA) eklenerek DNA yogunlugu ve safligi (A 260/280)
NanoDrop (Thermo Scientific-Nanodrop2000) ile belirlenmistir. DNA miktari
belirlendikten sonra 30 ng olacak sekilde seyreltme yapilmistir ( Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Elde edilen NanoDrop sonuglari

DNA saflig
Genotip DNA miktari (ng) (260\280)
U6 250.50 1.81
u7 1978.10 1.73
u10 1057.00 1.65
U1l 1531.00 1.99
uU1s3 1052.10 1.96
u19 1671.10 1.92
u22 1453.20 2.00
u25 1267.00 1.92
u28 545.40 1.58
u30 1288,60 1.61
YYU/1 342.90 1.80
YYU/6 686,80 1.93
YYU/9 1089.50 1.80
YYU/39 915.00 2.06
YYU/40 887.00 2,02
YYU/45 592.00 1.90
YYU/47 2871.20 1.72
YYU/24 2038.00 2.09
YYU/46 1178.00 2.00
YYU/42 2975.30 1.70
T1 1977.70 2.05
T2 1863.00 2.06
CU-305 794.70 1.78
CU-100 1146.60 1.64

CU-328 678.00 1.88
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3.2.6. PCR ¢alismalari

Bu calismada, markdr olarak Daryano ve ark. (2009) tarafindan kavunda CMV -
B2 direng geni Creb-2 i belirlemek igin kullanilan 2 SCAR markori, Kim ve ark.(2016)
nin bal kabaginda ZYMV ve WMV e kars1 gelistirdikleri 1 SCAR markorii, Amano ve
ark.(2013) tarafindan hiyar da ZYMV’ e karst Zym diren¢ genini belirlemek igin
kullanilan 2 CAPS markorii ve son olarak yine Zym geni i¢in Ling ve ark.(2009) nin
karpuzda gelistirdikleri 2 CAPS markorii kullanilmistir.  Bu primerlerin baz dizimleri

farkli oldugu i¢in kalip DNA'ya yapigma sicakliklari da farklidir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Caligmada kullanilan primerler

Markor Baz Dizilimi Baz Uzunlugu Bagh
Bulundugu
Gen
SCAPBO05 AACGCGCAACTTGATACAAATATAG (F) 1046 bp CMV-B2
AACGCGCAACAATAGAAGAACATC (R)
SCOPE14 TGCGGCTGAGGACGGTTGGAGGTC (F) 541 bp CMV-B2
TGCGGCTGAGCATTCTCGAGCAG (R)
VirSg-F19 CCT CTA GAC CAAGTATAA ATT AGA TAG (F) 444 bp WMW\
CCT CTA GAC CCACAG TAG GTT (R) ZYMV
CAPS-T86C AGCAGGCGGTACATGAAGAT (F) 288 (236\52) zym
Mnl I (Enzim) CCTGTTCTGGATCCTCTCCA (R) bp
dCAPS-G99A ACGCAAAAGCCTCTCCGCTGTATTT (F) 338 (313\25) zym
Dra | ( Enzim) GCTCTCCAATCCAGCAACAT (R) bp
CAPS -1 CCA ACA GCA AGAACCGAAAG (R) 368-349 bp zym
Msel ( Enzim) TTT GGT TCG ATA ACC CAT CC (F) 203-222 bp
CAPS-2 AAA GCT ACA TCC ACG GAA GA (F) 22-41 bp zym
Pasl ( Enzim) CTC CAA AAC TCCTCA ACAGTAG (R) 299-278 bp

Toplam 25 pul PCR reaksiyonu igin; 25-50 ng DNA, 1X DreamTaq PCR buffer,
0.4 uM primer (her bir primer igin), 0.3 mM dNTPs, 1.5 mM MgCI2, 0.2 unit Tag DNA
polimeraz kullanilmistir. Her primer i¢in farkli PCR dongileri kullanilmistir. Bu
dongiiler asagida belirtilmistir.

e SCAPBO05\ SCOPE14 igin; ilk once 95 °C'de 5 dakika denatiirasyon ile
baslatilarak 30 dongii 95 °C'de 1 dakika denatiirasyon, 60 °C'de 1 dakika
baglanma (primere baglh olarak degismek iizere), 72 °C'de 2 dakika
bekletilmistir. (Daryano ve ark.,2009).
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e VirSg-F19 igin; ilk 6nce 95 °C'de 5 dakika denatiirasyon ile baslatilarak 35
dongii 95 °C'de 30 saniye denatiirasyon, 54 °C'de 30 saniye baglanma (primere
bagli olarak degismek iizere), 72 °C'de 30 saniye ve son olarak 72 °C'de 7 dakika
bekletilmistir. (Kim ve ark.,2016).
e CAPS-1 ve CAPS-2 primerleri i¢in; ilk dnce 94 °C'de 3 dakika denatiirasyon ile
baglatilarak 35 dongii 94 °C'de 30 saniye denatiirasyon, 55 °C'de 1 dakika
baglanma (primere bagli olarak degismek iizere), 72 °C'de 1 dakika ve son
olarak 72 °C'de 10 dakika bekletilmistir (Ling ve ark., 2009).
e CAPS-T86C ve dCAPS- G99A primerleri i¢in; ilk once 94 °C'de 1 dakika
denatiirasyon ile baslatilarak 35 dongli 95 °C'de 30 saniye denatiirasyon, 54
°C'de 30 saniye baglanma (primere bagli olarak degismek iizere), 72 °C'de 30
saniye ve son olarak 72 °C'de 7 dakika bekletilmistir (Amano ve ark. 2013).
CAPS pimerleri i¢in ayrica; lireticinin prosediiriine gore 5 pul PCR iiriini Mnl |,
Mse I, Dra | ve Pas | enzimleri ile kesilmistir. Her bir enzim optimum sicaklikta 3 saat
inkiibasyona birakilmistir.

Elde edilen PCR firiinleri %1.5’lik agaroz jelde 90 V’ta 2 saat siireyle
kosturulduktan sonra UV altinda bant goriintiisii alinmistir ve her primer i¢in belirtilen
bant boyutuna gore genotiplerde dayaniklilik genleri ile iliskili belirteglerin

varligi/yoklugu belirlenmistir.






4. BULGULAR VE TARTISMA

Sebzelerde, 6zellikle kabakgil ailesine zarar veren 6nemli virlis hastaliklar
icerisinde CMV ve ZYMV’nin daha yaygin bulunmasi nedeni ile bu viriislerle
miicadele yoOntemleri biliyllk 6nem tagimaktadir. Bu viriis hastaliklarinin  sebze
yetistiriciligi agisindan 6nemi son zamanlarda hizla artmaktadir. Vektorleri olan yaprak
bitleri aracilifiyla etkili bir sekilde ¢ok genis alanlara kolayca tasinabilmeleri ve ¢ok
genis konukcu dizisine sahip olmalari bu hastalik etmenlerinin 6nemini daha da
artirmaktadir. CMV ve ZYMYV virls hastaliklarinin bulunusu, yayilist ve zarar1 konuk¢u
viriis-vektor iliskisi icerisinde yildan yila, hatta mevsimden mevsime degisiklik
gostermektedir. Bu nedenle bu viriis hastaliklarinin neden oldugu zarar1 en alt seviyeye
indirebilmek ve kontrol stratejilerini gelistirebilmek i¢in oncelikle yetistiriciligi yapilan
kabak, hryar, kavun ve karpuz bitkilerinde bulunan viriislerin erken teshisinin yapilmasi
gerekmektedir. Viriis teshisinde gozleme dayanilarak yapilan simptomalojik tanilarin
mutlaka laboratuvarda yapilacak serolojik, biyolojik indeksleme ve molekiiler
testlemelerle dogrulanmasi gerekmektedir. Cilinkii bir viriisiin farkli irklart aym
konukguyu infekte edebildigi gibi, ayn1 konuk¢u fiizerinde farkli simptomlar da
olusturabilmektedirler. Etmenin tanis1 yapildiktan sonra bu virlis hastaliginin
yayilmasini engellemek amaciyla gerekli 6nlemleri alinmalidir.

Bu amaca yonelik yaptigimiz ¢aligmada molekiiler markdrler araciligiyla Van
GOl Havzasi’nda bulunan kavun genotipleri arasinda dayanikli ¢esitlerin belirlenmesi

hedeflenmistir.

4.1. Yapay inokulasyon yontemi ile kavun genotiplerinin dayanikhihk durumlarimn
belirlenmesi

Klasik hastalik bulastirma yonteminde ¢aligmada kullanilan 27 genotipin
dayaniklilik durumlart incelenmistir. Kavun bitkilerine viriis bulastirildiktan sonra 0-5
skalasina gore degerlendirilen kavun genotiplerinin tamaminin yliksek hastalik siddeti
gosterdikleri tespit edilmistir (Cizelge 4.1). ZYMV izolatlar1 ile yapilan mekanik
inokulasyon calismasinda kavun bitkilerinin yapraklarinda mozaik, sararma,

kabarciklanma, kivrilmalar, ipliklesme ve beneklenme simptomlar1 ortaya ¢ikmistir.
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Siddetli ZYMYV izolatina kars1 test edilen bitkilerin hi¢birinin viriise tolerant, dayanikli
ya da immun olmadig1 saptanmistir. Bu genotiplerde goriilen hastalik siddetinin %10-95

arasinda degistigi belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Periyodik gozlemler ve skala ortalamalar ile elde edilen hastalik siddeti

(%) degerleri

Genotip 1.gozlem ort. 2.gdzlem ort 3. gbzlem ort.
U6 39.50 55.50 61.60

u7 Cikis yok 50.60 94.10
u10 50.00 51.60 72.80
U1l 75.00 54.20 57.40
uU13 60.42 62.40 23.60
u19 68.00 66.40 86.18
u22 56.90 63.40 67.00
u25 51.40 50.60 42.50
u28 55.50 64.20 64.50
u30 16.60 47.20 58.30
YYUl 23.00 14.50 41.60
YYU6 48.60 49.30 88.70
YYU9 37.50 34.70 54.10
YYU10 Cikis yok Cikis yok Cikis yok
YYU39 56.25 55.00 57.30
YYU40 33.30 32.40 40.70
YYU45 Cikis yok Cikis yok Cikis yok
YYU47 28.60 36.00 38.40
YYU24 33.30 40.60 49.80
YYU46 0 16.90 28.90
YYU41 Cikis yok Cikis yok Cikis yok
YYU42 25.00 18.00 35.40

T1 58.30 30.50 42.90

T2 25.00 47.80 64.50
CU-305 0.00 0.00 11.10
CU-100 12.50 15.60 22.60
CU-328 11.60 8.80 10.10

ZYMV’ye kars1 tolerant, dayanikli veya immun genotipleri belirlemek amaci ile
yiiriitiilen bu ¢alisma sonucunda denemeye dahil edilen tiim genotip ve ¢esitlerin tiimii
duyarl olarak bilinen izolat olarak kullanilan Sakiz kabagindan daha yiiksek diizeyde
hastalik siddeti gostermislerdir. Toplam 27 genotipin 24’iinde gézlem yapilmis ve
tamaminin ZYMYV infeksiyonuna olduk¢a duyarli olmasi ve higbirinin tolerant ya da
dayanikli olmadig1 goriilmiistiir. Denemeye alinan cesit ve genotiplerin %75.16’sinin
ZYMV’ye duyarli oldugu bilinen Sakiz kabagindan daha siddetli belirtiler olusturdugu,
%24.84’1nin ise Sakiz kabaginda gozlemlenen en kiigiik skala degerinin altinda oldugu

belirlenmistir. Calismada kontrol amagli kullanilan, Ekbi¢ ve ark.,(2010) tarafindan



27

tespit edilen 3 dayanikli (CU-305/CU-100/CU-328) kavun genotipinin yapilan skala
sonuclarina gore %20’ nin altinda hastalik siddeti gosterdigi belirlenmistir. Ortaya ¢ikan
bu duruma acik tozlama ile alinan tohumlarin kullanilmasindan dolayr olusan
heterozigotinin neden oldugu diisiiniilmektedir.

Ekbi¢ ve ark., (2010) yaptiklar1 c¢alismada 67 kavun genotipinde ZYMV,
WMVve CMV’ye karsi dayanikli genotipleri belirlemeye c¢alismislardir. Yapilan
mekanik inokulasyon sonucu, 4 kavun genotipinin (CU-100/CU-305/CU-287/CU-328)
ZYMV’ ye, 3 kavun genotipinin (CU-305/CU-264/CU-276) WMV’ ye Kkarsi
dayaniklilik gosterdikleri tespit edilmistir. Calismada CMV’ ye karsi dayaniklilik
gosteren genotip bulunamamastir.

Pitrat ve Lecoq (1984) yiiriittiikkleri aragtirmada kabakgillerde ZYMV’ye karsi
olan dayanikliligin Zym ismini verdikleri tek bir dominant gen tarafindan kontrol
edildigini belirlemislerdir.

Sipahioglu ve ark., (2015) tarafindan ZYMV’ ye karst dayanikli gesitleri
belirlemek igin yapilan ¢alismada 108 kabak genotip ve ¢esidin higbirinde potansiyel
genetik dayaniklilik kaynaginin tespit edilemedigi bildirilmistir. ZYMV hastalik
etmeninin tarlalarda bu genotip ve ¢esitlerde vektorler yardimiyla yayilmasina devam
edecegini belirtmislerdir.

Provvidenti, (1997) Cucurbita pepo, C. maxima ve C. moschata tiirlerine ait test
edilen tiim c¢esitlerin ZYMV infeksiyonuna olduk¢a duyarli oldugunu tespit etmistir.
Etmene karg1 yiiksek diizeyde dayanikliligi Cucurbitae cuadorensis (Equador) ve C.
moschata Nijerya isimli iki yerel g¢esitte belirlemislerdir. Guner ve ark., (2008)
yiiriittiikleri ZYMV’ye dayanikli kabak cesitlerinin belirlenmesine yonelik ¢alismada
Provvidenti (1991)’nin dayanikli olarak tespit ettigi PI 482322, PI 482299, PI 482261,
ve Pl 482308 numarali genotiplerin dayanikli olmadiklarini, test ettikleri ZYMV-
Florida 1rkina kars1 sadece orta diizeyde dayaniklilik sergiledigini rapor etmislerdir.

Calismamizda mekanik inokulasyon sonucu 27 genotip ve ¢esidin higbirinde
ZYMV’ ye karst dayaniklilhik kaynaginin tespit edilememesi hastalik belirtilerinin
siklikla goriilecegini ve Van Golii Havzasi’ndan toplanan kavun genotiplerinin
tamaminin hastaliga kars1 olduk¢a duyarl oldugunu gostermektedir. Diinyada kavunda
ZYMV’ye karst genetik dayaniklilik kaynaklarinin ¢ok nadir goriilmesinden dolayi

genetik dayaniklilik ¢aligmalarinin hizla arastirilmaya devam edilmesi ve viriise karsi
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dayanikli bitkilerin kullaniminin yayginlagtirilmasi icin ZYMYV ile miicadele énemli bir

yere sahip olacaktir.

4.2. Molekiiler belirteclerle kavun genotiplerinin dayamkhilik durumlarinin
belirlenmesi

Kavunda ZYMV, CMV ve WMV hastaliklarina kars1 dayanikliligi belirlemede,
Ozellikle kavunda bulunan dayamiklilik genlerine baglanan CAPS ve SCAR
primerlerinin kullanildigr bilinmektedir. Buna bagli olarak kavunda dayaniklilik
genlerine bagli SCAPB05, SCOPE14, VirSg-F19 SCAR primerleri ile CAPS-T86C,
dCAPS- G99A, CAPS-1 ve CAPS-2 primerleri kullanilmastir.

Bu ¢alismada, markor olarak Daryano ve ark. (2009) tarafindan kavunda CMV-
B2 direng geni Creb-2 i belirlemek igin kullanilan 2 SCAR markoériinde sonug elde
edilmistir. Tlgili gen bolgesi SCAPB05 ve SCOPE14 primeri kullanilarak ¢ogaltilmistir.
PCR iirlinlerinden 15 pl alinarak agaroz jele yiiklenmistir. Sekil 4.1. ve Sekil 4.2” de
1046 bp ve 541bp biiyiikliigiindeki DNA bant profilleri goriilmektedir.

Sekil. 4.1. SCAPBO05 SCAR primerine ait 25 genotip igin jel goriintiisii.
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Sekil 4.2. SCOPE14 SCAR primerine ait 25 genotip i¢in jel gorlintiisii.

Kim ve ark.(2016) nin bal kabaginda ZYMV ve WMV’e kars1 gelistirdikleri
VirSg-F19 SCAR markoérii kullanilmigtir. PCR iiriinlerinden 15 pl alinarak agaroz jele
yiiklenmistir. Sekil 4.3.’de 444bp biiyiikliigiindeki DNA bant profilleri goriilmektedir.

Sekil 4.3. VirSg-F19 SCAR primerine ait 25 genotip i¢in jel goriintiisi.
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Calismamizin bu agsamasinda dayaniklilik genlerinin tespiti i¢in kullanilan Creb-
2 genine bagli olarak gelistirilen SCAPB051946 markirinin 25 genotipte yapilan
taramasinda yalnizca U6, U13 ve YYUG6 genotiplerinde bant verdigi goriilmiistiir.
SCOPE14sy; igin yapilan taramada 21 genotipte bant tespit edilmistir. Bu sonuglara
gore Daryano ve ark. (2009) ‘nin 125 genotipte CMV’ye kars1 dayaniklilig1 tespit etmek
icin yaptiklart ¢alismadan elde edilen dayaniklilik geni ile iligkili bant profillerinin
sonuglarimizla uyum sagladigi belirlenmistir.

ZYMV ve WMV’ ye kars1 dayaniklilik genlerine bagli olarak gelistirilmis olan
VirSg-F19 markirt YYU47 genotipi disinda tim genotiplerde bant vermistir. Kim ve
ark.(2016) nin bal kabaginda ZYMV ve WMV’e kars1 gelistirdikleri bu markir bizim
caligmamizda da paralel sonuglar vermistir.

Eldeki bulgulara gore; U22/ U25/U28/ U30 genotipleri sadece ZYMV/WMV
genleri ile iliskili belirtegleri tasirken, YYU47 genotipi yalnizca CMV-B2 geni ile
iliskili olan belirteci tasidigi tespit edilmistir. Geriye kalan genotiplerde
ZYMV/WMV/CMV-B2 genleri ile iligkili tim belirte¢lerin mevcut oldugu dikkati
cekmistir (Cizelge 4.2).



Cizelge 4.2. SCAR primerlerinin genotiplere gore mevcudiyeti
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GENOTIP MARKIR GEN

u6 SCOPE14/SCAPB05/VirSg-F19 CMV-B2/2YMV/WMV
u7 SCOPE14 /VirSg-F19 CMV-B2/2YMV/WMV
u10 SCOPE14/ VirSg-F19 CMV-B2/2YMV/WMV
U1l SCOPE14 /VirSg-F19 CMV-B2/2ZYMV/WMV
uU13 SCOPE14/ SCAPBO05/ VirSg-F19 CMV-B2/2ZYMV/WMV
u19 SCOPE14 /VirSg-F19 CMV-B2/ZYMV/WMV
u22 VirSg-F19 ZYMV/WMV

u25 VirSg-F19 ZYMVIWMV

u28 VirSg-F19 ZYMVIWMV

u30 VirSg-F19 ZYMVIWMV
YYU1 SCOPE14 /VirSg-F19 CMV-B2/ZYMVIWMV
YYUG6 SCOPE14/ SCAPBO05/ VirSg-F19 CMV-B2/Z2ZYMV/WMV
YYU9 SCOPE14 /VirSg-F19 CMV-B2/2ZYMV/WMV
YYU39 SCOPE14/ VirSg-F19 CMV-B2/2ZYMV/WMV
YYU40 SCOPE14 /VirSg-F19 CMV-B2/2ZYMV/WMV
YYU45 SCOPE14/ VirSg-F19 CMV-B2/ZYMVIWMV
YYU47 SCOPE14 CMV-B2
YYU24 SCOPE14 /VirSg-F19 CMV-B2/ZYMV/WMV
YYU46 SCOPE14 /VirSg-F19 CMV-B2/ZYMVIWMV
YYU42 SCOPE14 /VirSg-F19 CMV-B2/2ZYMV/WMV
T1 SCOPE14/ VirSg-F19 CMV-B2/2ZYMV/WMV
T2 SCOPE14 /VirSg-F19 CMV-B2/2ZYMV/WMV
CU-305 SCOPE14/ VirSg-F19 CMV-B2/ZYMV/WMV
CU-100 SCOPE14 /VirSg-F19 CMV-B2/ZYMVIWMV
CU-328 SCOPE14 /VirSg-F19 CMV-B2/ZYMV/WMV

Amano ve ark., (2013) tarafindan hiyarda ZYMV”’ e kars1 direng saglayan geni
(zym) belirlemek igin kullanilan 2 CAPS (CAPS-T86C ve dCAPS- G99A) markorii ve
son olarak yine zym geni i¢in Ling ve ark.(2009) nin karpuzda gelistirdikleri 2 CAPS
(CAPS-1 ve CAPS-2) markorii kullanilmistir. Restriksiyon (kesim) enzimleri (Mnl I,
Dra I, Mse | ve Pas | ) ile kesim asamasina gecilmeden Once ilgili gen bolgesi
cogaltilmistir. PCR iiriinleri kesim enzimleri ile kesilerek inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda ornekler agaroz jelde ayristirilarak goriintiilenmistir. Elde
edilen DNA bant profili dCAPS- G99A i¢in Sekil 4.4.” de, CAPS-T86C i¢in Sekil 4.5.

de goriilmektedir.



Sekil 4.4. dCAPS-G99A CAPS primerine ait jel goriintiisii.

Sekil 4.5. CAPS-T86C CAPS primerine ait jel goriintiisii.

Zym dayaniklilik genine bagl olarak gelistirilmis olan CAPS-T86C / dCAPS-
G99A markorlerinin - (Amano ve ark., 2013), 25 kavun genotipi {izerinde yapilan
taramasimda Mnl | ve Dra | enzimlerinde kesme goriilmeyip, sadece bant araligi CAPS-
T86C igin 288 bp’de sonug alinirken, dCAPS-G99A i¢in 338 bp de bant goriintiisii elde
edilmistir.

CAPS-1 ve CAPS-2 primerleri i¢in sirasiyla; Mse | ve Pas | kesim enzimleri ile
kesme islemi gergeklestirilmis ancak CAPS-1 primerinden sonu¢ elde edilememistir.

CAPS- 2 primeri i¢in elde edilen DNA bant profili Sekil 4.6.” da gortilmektedir.
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Sekil 4.6. CAPS-2 CAPS primerine ait jel goriintiisii.

Zym geni i¢in Ling ve ark.(2009) nin karpuzda gelistirdikleri CAPS-2 primerinin
25 genotipte yapilan taramasinda 22-44 bp ve 299-278 bp bant araliklarinda sonug elde
edilememistir.

Zym genine bagl olarak gelistirilen 4 CAPS primerinden sadece ikisinden sonug
elde edilmistir. dCAPS-G99A ve CAPS-T86C primerleri sayesinde istenilen gen
golgesi cogaltilmis fakat kesim enzimleri ( Dra 1/ Mnl |) i¢in istenilen bant araliklarinda
kesme islemi gerceklesmemistir. Elde edilen 288 ve 338 bp uzunlugundaki bant boylari
Amano ve ark.(2013) tarafindan hiyar da ZYMV”’ ye karsi direng geni olan zym genini
belirlemek i¢in yaptiklari ¢alisma ile ortismektedir. Ancak kesme enzimleri ile kesim
isleminin ger¢eklesmemis olmasit bu primerlerin kavun 1slahinda uygulanabilirligini
acik bir sekilde kanitlayamamaistir.

Calismada kullanilan CAPS-1 ve CAPS-2 primerleri PCR reaksiyonlariin
birka¢ kez denenmesine ragmen istenilen sonucu vermemistir. Bu primerlerin sonug
vermeme nedeninin  kesim enzimlerinin  ¢aligmamasina  bagli  olabilecegi

diistiniilmektedir.






5. SONUC VE ONERILER

Kavun (Cucumis melo L.) Cucurbitaceae familyasina ait onemli bir bitkidir.
Tiirkiye, Diinyada en 6nemli kavun ireticisi olan Cin’den sonra ikinci sirada yer
almaktadir. Kavun yetistiriciligini etkileyen sorunlar igerisinde bitki hastaliklar1 en
onemli problemdir. Bu hastaliklar i¢erisinde viriis hastaliklar1 ayrica bir 6neme sahiptir.
Kavun cgesitlerini farkli seviyelerde etkileyen onemli viriis hastalik etmenleri igerisinde
Cucumber mosaic virus, Watermelon mosaic virus 2, Zucchini yellow mosaic virus ilk
siralarda yer almaktadir.

Hastalik ve zararlilara kars1 dayanikli gesitlerin gelistirilmesi igin yapilan 1slah
calismalarinda dayanikli cesitleri belirleme en 6nemli basamagi olusturmaktadir. Cok
sayida bitkinin kisa siirede uygun calisma i¢in miimkiin olan en kolay, giivenilir ve
diisiik maliyetli yollarla se¢ilmesi son derece Onemlidir. Bu nedenle bir¢ok tarim
iiriiniinde hastalik ve zararlilara kars1 dayanikli cesit gelistirmek amaciyla yapilan 1slah
calismalarinda kullanilmak {izere molekiiler belirtegler gelistirilmistir. Molekiiler
calismalar1 daha iyi hale getirmek i¢in ilgili gen bolgesine daha yakin belirtegler bulmak
ya da mevcut metodu iyilestirerek daha basarili sonuglar elde etmek igin ¢aligmalar son
zamanlarda hizla devam etmektedir.

Bu tez ¢alismasi ile kavun yetistiriciligini sinirlayan ve etkin miicadele yontemi
bulunmayan CMV, ZYMV ve WMV nin genotipler arasinda saptanmasi i¢in mekanik
inokiilasyon ve molekiiler yontemler basar1 ile uygulanmistir. Calisma sonunda skala
degerleri dikkate alindiginda genotiplerin tamaminin kullanilan irka karsi duyarh
oldugu belirlenmistir. Molekiiler belirtegler ile yapilan dayaniklilik calismalarinda
birgok genotipin farkli dayaniklilik genleri ile iligkili belirteglere veya bir genotipin
birden ¢ok dayaniklilik geni ile iliskili belirtece sahip oldugu da goriilmiistiir. Ozellikle
kavunda dayaniklilik genlerine baglanan SCAR primerleri kullanilmis ve genotiplerde
CMV-B2 geni ile iligkili belirteclerin varlig1 tespit edilmistir.

Sonug olarak, Calisgmamizda kullandigimiz genotip sayisini arttirarak daha genis
populasyonlarda dayaniklilik genleri ile iligkili belirtegler taranabilir. Calismalarin
devamini saglamak amaciyla, MAS ve haritalama c¢alismalarima yer verilerek

aragtirmanin detaylandirilmas1 saglanabilir. Ayrica, dayanikli c¢esitleri belirlemede
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kullanilan belirteglerin dezavantajlarini ortadan kaldirmak icin sekanslama ve RT-PCR
calismalarmin yapilmas: hedeflenmistir. fleride yapilacak c¢alismalarda; kullanilacak
belirteglerin kromozom iizerindeki yerleri ve ZYMV/WMV ve CMV-B2 dayaniklilik
genlerine yakinligi fine mapping (yliksek c¢Oziinilirliklii haritalama) yapilarak
belirlenmesi planlanabilir.

Tiim bu verilere gore, Van Golii Havzasi’ndan elde edilen genotiplerin 1slah
caligmalarinda 6nemli bir materyal olacagi ve gen kaynaklarinin yonetiminde kolaylik
saglayacagi distiniilmektedir. Bu genetik materyalin ileride daha farkli ¢alismalarada

151k tutacagi beklenmektedir.
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