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OZET

KABAK SARI MOZAYIK VIiRUSU KILIF PROTEIN (ZYMV-CP)
GENI AKTARILAN KARPUZ HATTININ KAYNAK CESITLE
KARSILASTIRILMASI

Biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin bitkilerde verim disiikliigiine neden
oldugu bilinmektedir. Biyotik stres faktorleri igerisinde, bitki viriis hastaliklar1 dnemli
olanlardan bir tanesidir. Viriis hastaliklarindan Kabak sar1 mozayik viriisii (ZYMV),
kabakgil yetistiriciliinde ekonomik anlamda iiriin kayiplarina yol agcan en 6nemli
hastaliklardandir. Bu tez kapsaminda yiiriitiilen iki ayr1 ¢alismada, ZYMV kilif protein
(ZYMV-CP) geni aktarilarak elde edilen Crimson Sweet karpuz ¢esidinin T1 ve T2
bitkilerinde genin varligi PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile tespit edilmis ve
Southern blot ile bu sonug teyit edilmistir. Ilk calismada, ZYMV-CP geni aktarilan T1
ve T2 bitkileri, gen aktarilmamis ayni ¢esidin bitkileriyle morfolojik, pomolojik,
biiyiime ve verim 6zellikleri (toplam 88 6zellik) agisindan kiyaslanmistir. Bu ¢alismada,
iki farkli tarihte T1 ve T2 bitkileriyle deneme gergeklestirilmistir. T1 bitkileriyle
gerceklestirilen ilk denemede, kotiledon genisligi ve kotiledon uzunlugu bakimindan
transgenik bitkilerin (1.47 cm, 2.23 cm) kaynak bitkilere (1.77 cm, 2.67 cm) gore
sirasiyla %16.95 ve %16.48 daha diisiik oldugu belirlenmistir. Transgenik bitkilerin
yaprak ayasi genisliginin (14.57 cm), kaynak bitkilerden (13.52 cm) %7.2 daha genis
oldugu saptanmustir. Birinci ve ikinci denemede, transgenik olan bitkilerin hipokotil
uzunlugunun (6.59 ve 5.35 cm), kaynak bitkilere (5.40 ve 4.94 cm) kiyasla sirasiyla
%18 ve %7.6 daha uzun oldugu saptanmustir. T2 bitkileriyle kurulan ikinci denemede
ise, meyve eti sertligi ve meyve miihiir biyiikligii a¢isindan kaynak bitki meyvelerinin
(7.26 Newton, 6.50 mm) transgenik bitki meyvelerinden (7.75 Newton, 7.26 mm)
strastyla %6.3 ve %10.4 daha diisiik degere sahip oldugu saptanmistir. Kabuk kalinlig1
ve meyve sap1 uzunlugu 6zelliklerinde, kaynak bitkiler (7.79 mm, 2.39 ¢m) transgenik
bitkilere (7.17 mm, 2.13 cm) oranla %7.9 ve %10.8 daha yiiksek deger almistir.
Transgenik bitkilerin meyvelerine (19.49) ait meyve et rengi a* degerinin kaynak bitki
meyvelerine (18.02) gore daha yiiksek oldugu saptanmustir. Kaynak bitki meyvelerinin
(-16.39) kabugundaki koyu yesil serit rengi a* degeri transgenik bitkilerin meyvelerine
(-17.82) kiyasla yiiksek bulunmustur. Yiriitiilen ikinci ¢alismada, yapay inokulasyonla
ZYMV bulastirilan ZYMV-CP genini tastyan ve tagimayan bitkiler, bazi kalite ve verim
ozellikleri a¢isindan karsilastirilmistir. Bu denemede, meyve et rengi, titre edilebilir asit
icerigi, meyve suyu pH degeri, SCKM ve toplam verim ile ilgili 6zellikler agisindan,
kaynak ve gen aktarilmis bitkiler arasinda istatistiksel agidan Onemli farklar
bulunmamustir.

2010, 82 sayfa

Anahtar kelimeler: Crimson Sweet, ZYMV-CP, transgenik, kaynak ¢esit ve karpuz



ABSTRACT

COMPARISON OF TRANSGENIC WATERMELON LINE WITH
TRANSGENE ZUCCHINI YELLOW MOZAIC VIRUS COAT PROTEIN
(ZYMV-CP) WITH ORIGIN CULTIVAR

It is known that biotic and abiotic stress factors result in yield decrease in
plants. Among the biotic stress factors, plant virus diseases are one of the important
ones. Zucchini yellow mosaic virus (ZYMYV) is one of the most important virus diseases
causing crop losses in cucurbit production. In the two studies that have been carried out
for this thesis the presence of the zucchini yellow mozaic virus coat protein (ZYMV-
CP) gene in the potative transgenic T1 and T2 plants of the Crimson Sweet watermelon
cultivar were determined by polymerase chain reaction (PCR) and then the results were
confirmed by Southern blot. In the first study, T1 and T2 plants having ZYMV-CP gene
were compared with untransformed plants from the same cultivar for morphological,
pomological, growth and yield characteristics (totally 88 traits). In this study, two
experiments were conducted with the T1 and T2 plants in two different dates. In the
first experiment that has been conducted with T1 plants, cotyledon width and cotyledon
length of transgenic plants were 16.95% (1.47 vs. 1.77 cm) and 16.48% (2.23 vs. 2.67
cm) lower than those of origin cultivar. It was determined that the leaf blade width of
the transgenic plants were 7.2% wider than the origin plants (14.57 vs. 13.52 cm). It
was determined that compared to origin cultivar, the transgenic plants have 18% and
7.6% higher hypocotyl length in the first (6.59 vs. 5.40 cm) and in the second (5.35 vs.
4.94 cm) experiments, respectively. In the second experiment with the T2 plants, fruit
flesh firmness and fruit scar size of the origin plants were 6.3% (7.26 vs. 7.75 Newton)
and 10.4% (6.50 vs. 7.26 mm) lower than the transgenic plants. For the fruit rind width
(7.79 vs. 7.17 mm) and fruit stalk length (2.39 vs. 2.13 cm), the origin plants had 7.9%
and 10.8% higher values than those of trangenic plants. The a* value of the fruit flesh of
the transgenic plants (19.49) was higher than that of the origin plants (18.02). Fruit rind
strip color a* value of non-transgenic plants (-16.39) was greater than transgenic ones (-
17.82). In the second study, the plants with and without ZYMV-CP genes were
inoculated with ZYMV and some of their quality and yield characteristics were
compared. In this experiment, no statistically significant differences were recorded for
the fruit flesh color, titratible acidity, fruit juice pH, the total soluable solid and the total
yield.

2010, 82 pages

Key Words: Crimson Sweet, ZYMV-CP, transgenic, origin cultivar, and watermelon
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glacial asetik asit ve 10 ml 0.5M Na,EDTA.2H,0 (pH:8)
eklenerek 1 litreye tamamlanmugtir.
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Vi

TSWV Domates benekli solgunluk viriisii (Tomato spotted wilt virus)
uv Ultraviyole

WMV Karpuz mozayik viriisii (Watermelon mosaic virus)

ZYMV Kabak sar1 mozayik viriisii (Zucchini yellow mosaic virus)
ZYMV-CP Kabak sar1 mozayik viriisii kilif proteini (Zucchini yellow mosaic

virus coat protein)
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1. GIRIS

Insanoglu, niifusun artisina paralel olarak beslenebilmek igin gegmisten
giiniimiize kadar farkli teknolojileri kullanmistir. Avci-toplayicr kiiltiirde 1 km? 1 insani
besleyebiliyorken, giinimiizde 1000 kisiyi besleyebilmektedir (Trewavas (2008)’1n
bildirdigine gore Smil (2000)).

Yogun tarimsal faaliyetlerin dikkatsizce gerceklestirilmesi ¢evre iizerinde
olumsuz etkiler yaratmis olmakla birlikte; tarimda kimyasal ilag, 1slah edilmis yeni
cesit, giibre, sulama, mekanizasyon vb. uygulama ve tekniklerin kullanilmasi demek
olan yesil devrim sayesinde, 1950’li yillardan 1985°1i yillara kadar iiretim ve verim
biitlin yetistiricilik alanlarinda artmistir (Cetiner, 2004). Tiirkiye’de sebze {iretim
degerleri incelendiginde, 1988 yilindan 1998 yilna kadar %39’luk artis saglandigini,
ancak 1998 yilindan 2008 yilina kadar %16’lik artisin gergeklestigini, dolayisiyla da
iretimdeki artisin azalma egiliminde oldugunu gérmekteyiz (FAO, 2010). Tiirkiye’de

sebze iiretim degerleri Sekil 1.1°de sunulmustur.
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Sekil 1.1. Tiirkiye’de yillara gore sebze liretim degerleri (milyon ton) (FAO, 2010)



Tiirkiye niifusu 1960 yilinda 27.7 milyon iken, 2008 yilinda 73.5 milyona
ulagmistir. Bu artisin devam edecegi ve 2025 yilinda, bu oranin 80 milyonu asacagi

tahmin edilmektedir (Sekil 1.2.).
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Sekil 1.2. Turkiye niifusunun (milyon) yillara gore degisimi (sadece 2025 yili niifusu
tahminidir) (TUIK, 2010; Anonim, 2010)

Yukarida verilen degerler incelendiginde, Tiirkiye’de 2008 yili itibariyle kisi
bagina tretilen sebze miktarmin 340 kg civarinda oldugu goriilecektir. Diinyada kisi
bagina iiretilen sebze miktarinin ise yaklasik 132 kg oldugu bilinmektedir (FAO, 2010).
Saglikli bir insanmn gilinde 0.5-1 kg civarinda sebze tiiketmesi gerektigi (Giinay, 2005)
g6z Oniinde bulundurulursa, giiniimiizde sebze iretiminin Tirkiye’de yeterli ancak
diinyada yetersiz oldugu goriilmektedir. Diinyada ve Tiirkiye’de niifus artisinin devam
edecegi, ancak tarmmsal iiretimin niifus artigma paralel olarak artmayacagi tahmin
edildiginden, gelecekte gida sikintisinin yasanabilecegi gozardi edilmemelidir. Yesil
devrimin etkisiyle 1960-2000 yillar1 arasinda sebze iretim degerlerinde gozlenen
yaklasik 4 kathik yiikselise ragmen (FAO, 2010), diinya niifusunun hizla artisina karsilik
tretimin son 10 yilda yeterli dlglide artmamasi, klasik bitki 1slahinda var olan dar
bogazlar1 asmak amaciyla bitki biyoteknolojisinden yararlanmanin gerekliligini ortaya

koymaktadir.



Rekombinant DNA teknolojisi, tiim diinyada ozellikle gelismis iilkelerde,
tarimsal {irlinlerin gelistirilmesinde giin gectikce artan bir hizla kullanilmaktadir.
Diinyada transgenik bitki yetistiriciliginde ABD (64 milyon hektar alanla soya, musir,
pamuk, kanola, kabak, vb.), Brezilya (21.4 milyon hektar alanla soya, misir, pamuk),
Arjantin (21.3 milyon hektar alanla soya, misir, pamuk), Hindistan (8.4 milyon hektar
alanla pamuk), Kanada (8.2 milyon hektar alanla kanola, misir, soya, seker pancari) ve
Cin (3.7 milyon hektar alanla pamuk, domates vb.) basi ¢eken tilkelerdir (Sekil 1.3.).

5. KANADA 6. GIN HALK CUM.
1. ABD 8 2 Milyen e 3,7 Milyon ha.
64 Milyon ha. LR Ll €y Pamuk, Domates, Kavak
Soya, Misir, Pamuk Rk P Papaya, Tath Biber
Kanola, Kabak, Papaya P T T T

Seker Pancari

8,4 Milyon ha.
Pamuk

3. ARTANTIN
21,3 Milyon ha.
Soya, Misir, Pamuk

2. BREZILYA
21,4 Milyon ha.
Soya, Misir, Pamuk

Sekil 1.3. 2009 yili itibariyle diinyada transgenik bitki iiretiminde 6ne ¢ikan ilkeler
(James, 2009)

Transgenik soyanin iiretimi, 90 milyon hektarlik toplam soya ekim alani i¢inde
%75’lik bir pay alirken, transgenik pamuk tretimi toplam 33 milyon hektarlik ekim
alani i¢erisinde %50°lik bir paya sahiptir. Transgenik misirin payi, 158 milyon hektarlik
toplam ekim alani igcerinde %33’liik bir pay alirken, transgenik kanola toplam 31 milyon
hektarlik ekim alani i¢erisinde %20’lik bir paya ulasmistir (James, 2009).

Ulkemizde 26 Mart 2010 tarihli resmi gazetede yayinlanan Biyogiivenlik
Yasasma (5977) gore Tirkiye’de transgenik bitki yetistiricili§inin yapilmasinin
miimkiin olmadig1, ancak ithalatinin izne bagl oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte

yurt digindan ithal edilen islenmis iirlinlerde, rekombinant DNA teknolojisi ile



aktarilmig genler bulundugu belirtilmektedir (Ertugrul, 2008). Yani transgenik bitkiler
ilkemiz i¢in ¢ok uzakta yer alan bir olay degildir. Bircok kurumda tarimsal
biyoteknoloji ile ilgili calismalar yapilmakla birlikte, heniiz transgenik cesit gelistirme
asamasina gelinememistir. Bu nedenle, Tiirkiye transgenik cesit gelistiren degil, bu
cesitleri kullanma potansiyeli olan iilke konumunda gériinmektedir (Ozgen ve ark.,
2005). Sonu¢ olarak, modern  biyoteknolojinin  sagladigi  imkanlardan
yararlanamadigimiz ve kendi genotiplerimizi iiretemedigimiz durumda, yabanci
iilkelerin iirlinlerini pazarladiklar1 bir iilke olmayr kabullenmekten baska secenek
kalmayacaktir. Bu nedenle; gen aktarim teknolojisini gelistirmek, her tiirli risk
analizlerini ve degerlendirmelerini yapabilir nitelige kavusmak, Oncelik tasiyan
konularin basinda gelmektedir.

Yazlik bir sebze olan karpuz (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. and Nakai)
meyvesi, istah agici, lezzetli, 6zellikle de yaz aylarinda ferahlatici bir etkiye sahiptir.
Karpuz meyvesinin su igerigi yiiksektir. Bu yonii ile karpuz, dzellikle ¢ollerde (Kalahari
¢olii) ve sicak iklimlerde (Afrika’da) su kaynagi ve serinletici-ferahlatict olarak
yiizyillar boyunca kullanilmaktadir (Robinson ve Deckers-Walters, 1997). Karpuzun,
iceriginde oldukg¢a fazla bulunan likopenin etkili bir antioksidan olmasindan dolay1
insanda pankreas, prostat ve mide kanseri riskini azalttig1 ve deriyi ultraviyole (UV)
zararmdan korudugu bildirilmektedir (Garster, 1997; Anonymous, 2003; Perkins, 2005).
Biitiin Citrullus tiirlerinin gen merkezi Afrika’dir. Fakat bazi yabanileri ayn1 zamanda
Hindistan’da da bulunmaktadir (Robinson ve Deckers-Walters, 1997).

Bes yillik ortalama verilere gore (2002—2006), Tiirkiye’de karpuz {iretiminin
yaklagik %28’i Akdeniz, %25’ Ege ve %18’i ise Giineydogu Anadolu Bolgesinde
gerceklesmektedir. Tiirkiye’de karpuz iiretiminin yaklasik %40°1, kurak olan I¢ Anadolu

ve kismen kuraklik goriilen Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde ger¢eklesmektedir

(Cizelge 1.1.).



Cizelge 1.1. Tirkiye’de 2002-2006 yillar1 arasi karpuz firetim degerlerinin (ton)
bolgelere gore dagilimi (TUIK, 2002-2006)

Tarim Bolgeleri 2002 2003 2004 2005 2006 | Ortalama
Akdeniz Bélgesi 1484313 1.193.060| 981.9641.035.466 | 1.098.299 | 1.158.620
Ege Bolgesi 1.100.753] 1.093.086 | 1.007.292(1.043.020| 930.007| 1.034.831
Giiney Dogu Anadolu| 00509 | 745038  697.605| 706.686| 712.601| 725.914
Bolgesi

Marmara Bolgesi 439.781| 378.637 405.552| 443.061| 388.184| 411.043
Eg@;i Orta Anadolu| ,g0 575l 269207|  258.611| 260.063| 232.760| 260.263
Orta Dogu Anadolu| ,o5.09| 919914 167.200| 162.072| 142.640| 171.901
Bolgesi

Karadeniz Bolgesi 154.652| 146.747| 141.701| 139.473| 142.912| 145.007
Orta Giiney Anadolu| 400171 138950| 113517| 117.722| 115.232| 124.288
Bolgesi

Dogu Anadolu Bolgesi | 36.969| 37.050| 51468| 62437| 42581| 46102
Tiirkiye 4.575.000[4.215.000| 3.825.0003.970.0003.805.306 | 4.078.061

Tirkiye, 4 milyon ton civarindaki karpuz iiretimiyle diinya tiretiminin (88

milyon ton) yaklagik %4.5’ini olusturmakta ve diinyada Cin’den sonra ikinci biiyiik

iiretici iilke konumundadir (FAO, 2010). Ancak, FAO’nun 1990-95 yili verilerine

(Cizelge 1.2.) gore Tirkiye’de ortalama karpuz verimi (2792 kg/da), diinya

ortalamasindan (1684 kg/da) ve karpuz tariminda s6z sahibi olan Cin (1984 kg/da) ve

tarimi gelismis olan ABD (1807 kg/da) gibi iilkelerden daha yiiksek iken, glinlimiizde

daha diistiktiir. Tiirkiye, Cin ve ABD’nin 2001-2006 yillar1 ortalama verimleri sirasiyla;
2775, 3330 ve 2990 kg/da’dir (Cizelge 1.2.) (FAO, 2010). Baska bir ifadeyle Tiirkiye,

diinyada en fazla karpuz iireten ikinci iilke olmasina ragmen, verim artis1 gelismis

iilkelerde oldugundan daha az oldugu i¢in verim agisindan s6z konusu iilkelerden geride

kalmustir.




Cizelge 1.2. Diinya karpuz iiretim ve verimi agisindan soz sahibi olan iilkelerin
durumlar1 (FAO, 2010)

1990-95 2001-2006
Ulkeler Uretim Verim Uretim Verim
(ton) (kg/da) (ton) (kg/da)
Cin 15.102.887 1.984 59.779.078 3.330
Tiirkiye 3.541.667 2.792 4.074.218 2.775
ABD 1.514.667 1.807 1.782.700 2.990
fran 1.681.432 1.349 2.308.086 2.115
Ispanya 677.100 2.698 714.487 4.334
Diinya 37.253.424 1.684 88.759.728 2.681

Verim disiikliigiinlin  nedenlerinden  birisi, {ilkemizde acikta karpuz
yetistiriciliginde kullanilan ¢esitlerin modern 1slah ydntemleri kullanilarak verim,
biyotik ve abiyotik stres kosullarma dayanim agisindan yeterince islah edilmemis
olmasidir. Nitekim oOrtii alt1 karpuz yetistiriciligi disindaki alanlarda kullanilan ¢esitlerin
onemli bir boliimii hala standart ¢esittir. Bu nedenle, biyotik ve abiyotik stres
faktorlerinin iilkemizde iirtin kaybina ve verim diisiikliigiine neden olabilecegi goz ardi
edilmemelidir (Ciiriikk ve Mese, 2009).

Karpuz tiretim miktar1 agisindan iyi durumda olan tilkemiz, tohum iiretiminde
ne yazik ki iddiali1 bir konumda degildir. Ozellikle &rtii alt1 karpuz iiretiminde
kullandigimiz g¢esitlerin tohumlari, biliyilk oranda yurt disindan doviz 6denerek
karsilanmaktadir. Ulkemiz tarmmi ve sebzeciligi icin dnemli iiriinlerin basinda gelen
karpuzda rekabet giicii yiiksek kendi tohumumuzu iiretebilmemiz icin mevcut
cesitlerimizi, biyotik ve abiyotik stres faktorlerine dayanim ve {iriin kalitesi gibi gesitli
ozellikler bakimindan islah etmemiz, bu amagla klasik 1slah yontemleriyle birlikte
biyoteknolojik yontemlerden yararlanmamiz gerekmektedir (Ctiriik ve Mese, 2009).

Bitki virlis hastaliklari, biyotik stres faktorleri igerisinde yer alan ve 6nemli
diizeyde {iriin kayiplarma neden olan hastaliklardandir. Bitki virlis hastaliklar1 diger
hastalik etmenlerinden farkli olarak kimyasal miicadelesi olmamalar1 nedeni ile
kabakgil yetistiriciligini tehdit eden en O6nemli problemlerden biri olarak karsimiza

ctkmaktadir. Bu hastalik etmenleri bitkilerin normal gelisme diizenini bozmakta,



anormal meyve olusumuna neden olarak pazarlanabilir {irlin miktarin1 diistirmekte veya
meyve olusumunu tamamen engelleyerek ekonomik anlamda biiyiik kayiplar meydana
getirmektedir (Caligkan, 2007).

Viriis hastaliklar1 igerisinde Hiyar mozayik virtisii (Cucumber mosaic virus:
CMV) ve Kabak sar1 mozayik viriisii (Zucchini yellow mosaic virus: ZYMV) kabakgil
yetistiriciliginde ekonomik anlamda {iriin kayiplarma yol acan en dnemli viriislerdir
(Karamanli, 2007). ZYMV, vyapraklarda belirli mozayikler olusturan, yaprak
kenarlarinin digli bir yap1 almasina neden olan, yaprakta kloklar, sararma,
deformasyonlar, damar agilmalari, bogum aralarinin kisalmasi ile ¢eside ve patotiplere
gore Oldiiriicti simptomlara da neden olabilen bir viriis olup yaprak biti (Aphis gossypii
ve Myzus persicae) ile tasimmaktadir (Karamanli, 2007). Kabak sar1 mozayik viriisiiniin

karpuz ve kabakta meydana getirdigi simptomlar Sekil 1.4 ve Sekil 1.5’de sunulmustur.

Sekil 1.4. ZYMV ile bulasik karpuz bitkisi yapraginda olusan kloklar, deformasyon ve
kabarciklar



Sekil 1.5. ZYMV inokule edilmis kabak bitkisi yapraklarinda olusan kloklar,
deformasyon ve iplik¢iklesme

Gilinlimiizde bircok yeni ¢esit gelistirilmis olmasma ragmen, hastalik ve
zararhlara dayanikliligin = olusturulmasi konusunda c¢alismalarm devam etmesi
gerekmektedir. Bitkilerde hastalik ve zararlilara karsi direngliligi saglamak, tarimsal
iretim maliyetlerini azaltmak, {riin kalitesini yiikseltmek (elde edilecek {iriiniin
goriiniisii, besin degeri, isleme veya muhafazaya iliskin 6zelliklerini iyilestirmek)
amaciyla genetigi degistirilmis bitkiler gelistirilmektedir (Eldogan, 2008). Viriislere
dayanikli bitkilerin elde edilmesinde izlenen yol, bakteri ve funguslara kars1
dayaniklilikta izlenen yoldan oldukg¢a farklhidir. Viriis kilif proteinlerini sifreleyen genler
saptanip gerekli konstraksiyon islemlerinden sonra bitkilere aktarildiginda, yeterli
capraz korunmanin saglandig1 goriilmiistiir (Powel-Abel ve ark., 1986).

Diinyada ve iilkemizde akademik olmayan tartismalar sonucu, transgenik
iirlinlerin kullanimina karsi tiiketicilerde bir takim endiseler olugsmustur. Avrupa Birligi
iilkelerinde 400 kamu arastirma enstitiisliniin katildigi, 70 milyon euronun harcandigi ve
15 y1l (1985-2000) boyunca siiren caligmalar sonunda "...su ana kadar gelistirilen gen
aktarilmis bitkilerden elde edilen {iiriinlerin ¢evre ve insan saghgi acismdan risk
tagimadigi... hatta bu bitki ve iriinlerin geleneksel yontemlerle elde edilen bitki ve
triinlerden daha giivenli oldugu..." bildirilmektedir (EC, 2001; Romessar ve ark.,

2007). Insan saghg1 ve toksisitesi hakkinda ve de potansiyel yan etkileri konusunda



1990-2006 yillar arasinda Medline veri tabaninda
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed) yer alan bilimsel dergiler
(hakemli) taranmis ve toplam 29 adet yayma ulagilmistir. Genetik olarak degistirilmis
bitkilerin c¢esitli hayvan tiirleri i¢in besin olarak kullanilmas: ile ilgili yapilan
aragtirmalarda, s6z konusu deney hayvanlarinin saglhigr {izerine ciddi etkiler
belirlenmedigi bildirilmektedir (Domingo, 2007). Diger yandan, genetigi degistirilmis
bitkilerin biyogiivenligi ile ilgili endiseler, s6z konusu transgenik bitkiler ile geleneksel
yolla elde edilen ¢esitlerin (kaynak veya diger cesitler) icerikleri, performanslar (agikta
ve sera kosullarinda) ve gen profili agisindan karsilastirilmalar1 konusundaki
aragtirmalarin daha ayrmntili bir sekilde gerceklestirilmesine neden olmustur (Shewry ve
ark., 2007; Batista ve ark., 2008).

Bu arastrmada, Cirik ve ark. (2007) tarafindan ZYMV-CP (Kabak sari
mozayik viriisii kilif protein) geni aktarilarak elde edilen Crimson Sweet karpuz
cesidine ait 61 nolu genotipin T1 veya T2 generasyon (CST) bitkileri ile gen
aktarilmamis ayni ¢esidin (CSK) bitkileri, ZYMV bulastirilmadan, bazi fenolojik,
morfolojik, biiyiime, kalite ve verim 6zellikleri agisindan kiyaslanmistir. Ayrica kurulan
ikinci bir calismayla, ZYMV-CP genini tasiyan ve tasimayan Dbitkilere yapay
inokulasyonla ZYMV bulastirmak suretiyle, bazi Kkalite ve verim ozellikleri

incelenmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Viriislerin Kabakgillerde Olusturdugu Zararlar ve Capraz Koruma

Fuchs ve Gonsalves (1995)’in yaptiklar1 ¢alismaya gore; ZYMV, kabak
bitkisinde ortalama meyve agirligimi %27.2 azaltmaktadir.

Summers ve ark. (1995) ile Clought ve Hamm (1995), ZYMV ile miicadele
etmek icin, vektorlere karsi kimyasal miicadele uygulanmasinin, arazinin malg veya
plastik ortiilerle kaplanmasi seklindeki uygulamalarin ve transgenik bitki hatlar:
kullanilmasinin, infeksiyonu belirli oranlarda azaltabildigini ve bir miktar pazarlanabilir
kalitede meyve tiretildigini bildirmislerdir.

Yardimc1 ve ark. (2004), Isparta ilinde kabakgil tarlalarinda ZYMV
hastaligmnin simptomlarini gosteren yaprak ve meyve Orneklerini toplamiglar ve
mekanik inokulasyon yontemi ile test bitkilerine asilamislardir. Kabak bitkileri iizerinde
sistemik simptomlar gozlenmis ve bu bitkilerden double-stranded RNA (dsRNA)’lar,
CF-11 seliiloz kromotografi yontemi ile saflastirilmistir. Aymi arastiricilar, ZYMV nin
hastalik oranini, Isparta’da gezdikleri 20 kabakgil tarlasinda hastalik simptomu gdsteren
bitkiler iizerinden hesaplamislar ve kabakgil tarlalarinda %62.70 oraninda, ZYMV
infeksiyonu saptamiglardir.

Biyotik ve abiyotik ¢evresel stres faktorleri, bitkilerin potansiyel verimini %70
oraninda diistirebilmektedir (Agarwal ve ark., 2006).

Degirmenci ve Glldiir (2006)’iin yaptiklar1 bir calismada, Kabak sar1 mozayik
virtistiniin zayif irkini (ZYMV-WK), siddetli rkimin hiyar bitkisinde olusturacag: zarara
kars1 ¢apraz koruma elde etmek amaciyla sera sartlarinda denemislerdir. Denemede
kullanilan ZYMV-WK Israil (Viroloji Béliimii, Volcani Center)’den getirtilmistir. Sera
kosullarinda yetistirilen bitkiler ZYMV-WK ile mekanik olarak inokule edilmis, sonra
seradaki parsellere sasirtilmistir. Yapilan uygulamadan 20 giin sonra ZYMV-WK
tizerine yaprak bitleri ile ZYMV infekte edilmistir. Sera ¢alismasi; a) ZYMV-WK
inokule edilen uygulama, b) ZYMV-WK iizerine ZYMV inokule edilen uygulama, c)
sadece ZYMV inokule edilen uygulama, d) kontrol bitkilerinin oldugu uygulama olarak

planlanmistir. Capraz koruma ydnteminin toplam verim, pazarlanabilir verim ve viriis
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hastaliklar1 simptomlar1 tizerine etkileri arastirilmistir. Capraz korumanin uygulandigi
parsellerde simptom siddeti 0-5 arasinda yogunlasirken, uygulamanm yapilmadigi
parsellerde 4-9 arasinda yogunlastigi tespit edilmistir. Capraz koruma, pazarlanabilir
tiriinde 5 katlik bir artisa sebep olurken, ZYMV-WK’nin herhangi bir {iriin azalmasina
neden olmadig1 belirlenmistir.

Katis ve ark. (2006) laboratuvar kosullarinda yaptiklar1 calismada, kabak
bitkilerine ZYMV tasiyabilme yeteneginde olan 19 tiir yaprak biti kullanmislar ve
bunlardan 16 tiirii ZYMV nin yeni vektorii olarak saptamislardir (Aphis craccae, Aphis
fabae, Aphis nerii, Aulacorthum solani, Brachycaudus cardui, Brevicoryne brassicae,
Hyalopterus pruni complex, Hyperomyzus lactucae, Macrosiphoniella sanborni,
Macrosiphum rosae, Metopolophium dirhodum, Myzus cerasi, Rhopalosiphum maidis,
R. padi, Semiaphis dauci ve Sipha maydis). Bu viriisiin tasinmasinda bir yaprak biti
bireyi bile etkilidir, fakat genelde tasinma orami diisiiktiir (%0.1-4.2). Arastirmacilarin
yaptiklar1 bu ¢alismada, Myzus persicae kontrol olarak kullanilmis ve bu viriisiin en
etkili vektorii oldugu belirlenmistir (bitki basmma bir yaprak biti, %41.1). Hayhurstia
atriplicis, Myzus ascalonicus ve Sitobion avenae tiirleri ise, bu viriisii tasimamistir. Alt1
yeni vektor disinda dordii acik alanda testlenmis ve etkilerinden daha yiliksek egilimde
bulunmuslardir. Kuzey Yunanistan’daki kabak yetistirilen alanlarda yapilan deneme
sonuglari, vektor tiirleri ile ZYMV ’nin yayilimi arasinda baglant1 oldugunu gdstermistir.
Iki y1llik deneme boyunca M. persicae, A. gossypii ve A. spiraecola en etkili yaprak biti
vektorleri olmustur. ZYMYV epidemiyolojisinde daha dnceden bilinen tiirler ile yeni 16
tiir yaprak biti vektorlerinin kombinasyonlarinin tasinmada etkili oldugu saptanmastir.

Biyotik stres faktorleri igerisinde bitki viriis hastaliklari, diger hastalik
etmenlerinden farkli olarak kimyasal miicadeleleri olmamasi nedeniyle kabakgil
yetistiriciligini tehdit eden en 6nemli problemlerden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Bu hastalik etmenleri bitkilerin normal gelisme diizenini bozmakta, anormal meyve
olusumuna neden olarak pazarlanabilir iiriin miktarin1 diisiirmekte veya meyve
olusumunu tamamen engelleyerek ekonomik anlamda biiyiik kayiplar meydana

getirmektedirler (Caliskan, 2007).
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2.2. Gen Aktarma Cahsmalari

Sebzeler, insan sagligi ve beslenmesinde Onemli bir rol oynamaktadir.
Yetistirilen sebzeler, pek ¢cok gelismekte olan iilkelerin tarimsal ekonomisinin ayrilmaz
bir parcasidir. Biyotik ve abiyotik faktorler, bitkisel iriin verimliligini ve kalitesini ciddi
bir sekilde etkileyerek, ¢ogu iilkelerin kirsal ekonomilerinin istikrarinda gerilemelere
neden olmaktadir. Ayrica, gelismekte olan iilkelerde diizenli hasat sonrasi depolama ve
sebze isleme faaliyetlerinin olmamasi nedeniyle, {iriin miktar1 ve kalitesinde kayiplar
meydana gelmektedir. Son kirk yil i¢inde geleneksel 1slah; sebze verimi ve kalitesinin
arttirilmasi, hasat sonrasi kayiplarin azaltilmasi, biyotik ve abiyotik stres direncinin
yikseltilmesi agisindan 6nemli katkilarda bulunmustur (Dalal ve ark., 2006). Ancak,
Klasik 1slahta bulunan birgok dar bogaz nedeniyle, klasik islahin diinya niifusunda
meydana gelecek artigin ihtiya¢ duydugu iretim artigini karsilamaktan uzak oldugu
goriilmektedir. Klasik 1slahta iiretim artisini smirlayan darbogazlar, ancak modern
biyoteknolojideki gelismelerle asilabilir. Tarimsal biyoteknoloji kullanilarak, biyotik
stres faktorlerine dayaniklilik, kalite ve depo omrii gibi bircok 6zellik basariyla bitkilere
aktarilmis ve bunlarm bazilar1 da ticarilesmistir. Her ne kadar transgenik sebzelerin
ticarilesmesi yavas olsa da, insan beslenmesi (Fe ve Zn basta olmak iizere besin
degerinin arttirilmasi) ve eczacilikla ilgili 6zelliklerin sebzelere aktarilmasiyla olusacak
driinlerin (yenilebilir asilar, enzim {retimi vb) tarima Onemli degerler katacagi
beklenmektedir (Dalal ve ark., 2006).

Ciirtik ve ark. (2007) tarafindan yiiriitiilen bir projede, Crimson Sweet ¢esidi ve
Zerzuri karpuz populasyonuna ZY MV-CP geni aktarilmak amaciyla, NPT II isaret geni
ile ZYMV-CP genine sahip pCIB10 plazmidini tasiyan Agrobacterium tumefaciens’in
EHA 105 susu kullanilmistir. Ancak, insan sagligina olumsuz bir etkisi saptanmamis
olmamasina ragmen, antibiyotige dayaniklilik saglayan isaret gen/genlerini tasiyan
transgenik bitkilerin ve irlinlerin kullanilmasina karsi Avrupa Birligi iilkelerinde
tiiketicilerin bu konuya daha temkinli yaklasmalar1 nedeniyle, NPT II isaret geni yerine
Bar isaret geni ile ZYMV-CP genini tasiyan yeni bir plazmit olusturulmustur. Bu
amagla; ZYMV-CP geni pCIB10 plazmidinden PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile
cogaltilmig ve ayni zamanda spesifik primerler diizenlenerek s6z konusu genin bir

ucuna Xbal ve diger ucuna da Sacl enzimleri igin kesim yeri eklenmistir. Plazmit, Xbal
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ve Sacl ile kesildikten sonra jelden izole edilmistir. Daha sonra ¢ogaltilan ZYMV-CP
geniyle Xbal ve Sacl ile kesilen plazmit birlestirilmistir. Olusan yeni plazmit,
Agrobacterium tumefaciens’e aktarilmistir. Bar isaret geni ile ZYMV-CP genini tasiyan
bu plazmit karpuz gesitlerimizin transformasyonunda kullanilmistir.

ABD’de CMV, ZYMV ve Karpuz mozayik viriisii (Watermelon mosaic virus:
WMV)’ne dayanikli genetigi degistirilmis yaz kabagi hatlarindan ZW-20 ve CZW-3,
basartyla gelistirilip elde edilmislerdir. ZW-20 genetigi degistirilmis kabak hatti,
ZYMV ve WMV nin kilif protein genlerini icermekte ve bu iki viriise karsi direng
gostermektedir. CZW-3 genetigi degistirilmis kabak hatti ise CMV, ZYMV ve
WMV ’nin kilif protein genlerini igermekte ve bu ii¢ viriise karsi direng gostermektedir.
Elde edilen CZW-3 kabak ¢esidi 10 yildan fazla bir siirede ticari siiriimii belli bir
istikrar igerisinde devam etmistir. Ayrica bu kabaklarin dayanikliligi konusunda da bir
problem yasanmamustir. Virlise dayanikli genetigi degistirilmis yaz kabagi gesitleri
yetistiriciler tarafindan benimsenmis, dolayisiyla iyi bir ticarilesme oranina sahip
olmustur (Fuchs ve Gonsalves, 2007). ABD’de 2006 yilinda yetistirilen transgenik
yazlik kabaklar, yetistirilen toplam yazlik kabaklarin %13’iinii (31 bin dekar)
olusturmaktadir (Johnson ve ark., 2007).

2.3. Gen Aktanrilmus Bitkiler Ile Kaynak Cesitlerin Karsilastiriimasi

ZYMV, CMV ve WMV’ye dayaniklilik genleri aktarilan kavun bitkileri ile gen
aktarilmamis kavun bitkileri, a¢ikta bazi1 6zellikler bakimindan karsilastirilmistir. Her ti¢
virisiin bulundugu ortamda, transgenik bitkilere kiyasla gen aktarilmamis bitkilerde
stirglin uzunlugunda %44 azalma ve verimde %62 oraninda kayip meydana geldigi
bildirilmistir (Fuchs ve ark., 1997).

Accotto ve ark. (2005)’nin domates bitkisinde yaptiklar1 bir caligsmada,
Domates benekli solgunluk viriisii (Tomato spotted wilt virus: TSWV) direng geni
aktarilarak elde edilen domates bitkisi ile transgenik olmayan kaynak domates bitkileri,
TSWV ile inokule edilmis ve iki ayr1 yerde tarla kosullarinda test edilmistir. Transgenik
olmayan kaynak bitkilerinin meyve iiretiminde %33-50 oraninda gozle goriilebilir

siddette bir azalmayla infekte olduklar1 bildirilmistir.
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Genetigi degistirilmis triinlerin giivenilirligi konusundaki kaygilardan dolayi,
genetigi degistirilmis bugday ve geleneksel islahla yetistirilen bugday genotiplerinin,
biitiin ayrintilariyla kompozisyon ve performaslarinin karsilagtirilmast amaciyla arazi ve
sera kosullarinda caligmalar yapilmistir. Transgenik ve kontrol hatlar1 farkli alanlarda ve
yillarda yetistirildiginde, dane fonksiyonel ozelligi ve agronomik performansinda
benzer Ozellik gosterdigi saptanmistir. Transgenik ve kontrol hatlarmin  dane
gelisimindeki gen ekspresyon profilinin ebeveyn hattina benzerligi, geleneksel bitki
islahiyla iretilen hatlarin ebeveyn hatlarina benzerliginden daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Cesitli sartlar altinda yetistirilen transgenik hatlarin metabolik faaliyetleri
ile aym1 ¢esidin kontrol hatlarinin metabolik faaliyetlerinde gozlemlenen varyasyon
araliginin benzer oldugu saptanmistir. Bugdayda yapilan bu ¢alisma, geleneksel
yetistirilen bugday c¢esitlerine esdeger genetigi degistirilmis bugday hatlarinin
gelistirilmesinin miimkiin oldugunu gostermistir. Elde edilen bu bilginin, genetigi
degistirilmis {irlinlerin gelecekteki kullanimi1 iizerine Onemli katki saglayacagi
belirtilmistir (Shewry ve ark., 2007).

Batista ve ark. (2008)’nin genetik yapis1 degistirilmis bitkiler ile mutasyonla
1islah edilmis bitkilerin farklarmi belirlemek amaciyla, transgenik piring ile mutasyon
1slahiyla elde edilen pirinci incelemislerdir. Piringte 4 farkl 6zellige sahip genotipin gen
havuzunda transkriptomik farkliliklarin1 belirlemek amaciyla microarray teknigi
kullanilmistir. Kullanilan genotipler; 1) Radyasyona ugratilmis stabil mutant hat ve
kontrolii, 2) radyasyona ugratilmis genotipin M1 generasyonu ve kontrolii, 3) anti
kanser antikorunu olusturan bir gen aktarilmasiyla elde edilen stabil transgenik bitkiler
ve kontrolii ve 4) abiyotik strese kars1 gelistirilmis T1 generasyonu ve kontrolii olan
bitkilerdir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda, her iki yontemle (gen aktarma ve mutasyon)
elde edilen cesitlerde hedef olmayan gen ekspresyonu gercekleserek bitkilerde stres
meydana geldigi belirtilmistir. Ayrica mutasyonla elde edilen bitkilerde transgenik
bitkilere goére daha yogun transkriptomik degismeler gozlendigi bildirilmistir. Bu
calisma, mutasyonla elde edilen c¢esitlerin genetiginin, gen aktarma ile elde edilen
cesitlerin genetiginden daha fazla degistigini gostermektedir.

ZYMV’ye kars1 dayanikli transgenik Kirkagac 637 kavun ¢esidinin ve kontrol
bitkilerinin tel sera kosullar1 igerisinde gen kacgislari ve meyve Kkalite Ozellikleri

incelenmistir (Yalcin-Mendi ve ark., 2009). istatistik analizler sonucunda, transgenik ve
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transgenik X kontrol melezlemesi sonucu elde edilen meyvelerdeki kabuk kalinligi,
cekirdek evi yiiksekligi, ¢ekirdek evi ¢api, suda ¢ozlinebilir kuru madde, miihiir cap1 ve
meyve sapmin boyu bakimindan fark bulunmadigi tespit edilirken; meyve agirligi,
meyve ¢ap1, meyve yiiksekligi, meyve eti kalinli§i, meyve sapinin ¢api agisindan ise
fark bulunmustur. Sonug olarak, melez genotipe ait meyvelerin, transgenik genotiplerin
meyvelerine (T4 ve T20) gére meyve agirligi, meyve ¢api, meyve yiiksekligi, meyve eti
kalinlig1 ve meyve sap1 ¢api bakimindan daha yiliksek degerler aldigi belirlenmistir.
Transgenik (T4 ve T20), kontrol ve melez (transgenik x kontrol) genotiplerde L-
askorbik asit, malik asit, sitrik asit, sakkaroz, glikoz ve fruktoz agisindan istatistiki
olarak fark bulunmazken, toplam asitlik bakimindan farkliliklar tespit edilmistir.
Denemede oOngoriilen aroma bilesikleri analizleri sonucunda esterler, alkoller ve
laktonlar saptanmis olup, uygulamalar arasinda fark bulunmamistir. Arastirma
sonucunda, tel sera kosullarinda transgenik bitkilerden yaklagik 10 m uzaklikta bulunan
kontrol bitkilerinde %100 gen kacis1 goriilirken; 12.5, 15 ve 17.5 m uzakliktaki

bitkilerde ise %70 oraninda gen kagis1 belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Arastirma, Mustafa Kemal Universitesi (MKU), Ziraat Fakiiltesi, Bahge
Bitkileri Boliimiine ait 1sitmali ve bocek girisi kontrol altinda olan cam sera ve
laboratuvarlarinda yiiriitiilmiistiir. Cam seranimn tipi wide span cam sera olup, 100 m?’lik
bir alana sahiptir. Taban1 betondur. Bitkiler saksilarda bitki yetistirme masalarinin
iizerinde yetistirilmistir. Seranin oluk alt1 yiliksekligi 4 metredir. Aktif havalandirmasi
iki adet egzoz fami ile saglanmaktadir. Serada c¢ati havalandirmasi, 2x10 metre
ebatlarinda iki tarafli havalandirma agiklhigiyla saglanmaktadir. Sera iist havalandirmasi
50 mesh’lik tiil ile kapalidwr. Sera i¢i 1sitma elektrik yardimiyla kaloriferle
yapilmaktadir. Sera, 15181 %46 oraninda engelleyen 1si-1s51k perdesine sahiptir. Yaz

aylarinda sera i¢i sicakligini diistirmek amaciyla bu perde kullanilmistir.
3.1. Materyal

Denemede bitkisel materyal olarak Crimson Sweet (Bursa tohumculuk A.S.,
Sekil 3.1.) ¢gesidi ile bu ¢eside ZYMV-CP geni aktarilmasiyla elde edilen 61 nolu hattin
T1 ve T2 generasyon tohumlari kullanilmistir. Gen aktarilmis ve aktarilmamus bitkilerin
ZYMV’ye karsi tepkilerini belirlemek i¢in yiiriitiilen ikinci ¢alismada ise, Cukurova
Universitesi Bitki Koruma Boliimii 6gretim iiyesi Yrd. Dog. Dr. Muharrem Arap
KAMBEROGLU’dan temin edilen ZYMYV izolat1 kullanilmistir.

3.1.1. ‘Crimson Sweet’

Crimson Sweet cesidi, 1963 yilinda Kansas Devlet Universitesi tarafindan
(Miles x Peacock) x Charleston Gray melezlemeleriyle gelistirilen, antraknoz
(anthracnose) ve fusarium solgunluguna dayanikli standart bir gesit olup, giiniimiizde
diinyanin bir¢ok yerinde yetistirilmektedir (Sekil 3.1.). Cesidin meyve dis rengi agik
yesil iizerine koyu yesil seritli (pijamall), meyve eti tekstiirii 1yi, seker icerigi yliksek,
yola dayanimi ¢ok iyi ve tohumlar1 kiigiikk olup koyu renklidir (Anonymous, 2010).
Meyve eti koyu pembe renkli ve tathdir. Cukurova kosullarinda sera, yiiksek plastik
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tiinel, alcak plastik tiinel ve acik arazi kosullarinda yetistirildiklerinde meyve agirhigi
3.2-6 kg arasinda degismistir (Onsinejad, 1993).

Sekil 3.1. Crimson Sweet karpuz ¢esidi meyvesinin dis goriiniimii

3.2. Yontem

Bitkilerin ZYMYV ile bulagsmasi 6nlenmek suretiyle, ZYMV-CP geni aktarilmis
(T1 ve T2 generasyonlar1) ve aktarilmamis Crimson Sweet genotiplerinin bazi 6zellikler
bakimindan karsilastirilmast amaciyla, 10 Ocak 2009 ve 18 Temmuz 2009 tarihlerinde
iki deneme kurularak yiiriitiilmiistiir. Bu amagla, 10 Ocak 2009 tarihinde kurulan ilk
denemede T1 generasyonu ile kaynak cesit kullanilmistir. Bu denemenin belirli bir
asamasidan sonra giibrelemenin yapildig: giin serada elektrigin kesilmesiyle birlikte,
aktif havalandirma fanlarinin ¢aliymamasi nedeniyle sera i¢i sicakligi yiikselmis ve
bitkiler zarar gormistiir. Bitkiler belirtilen sekilde zarar gorene kadar; Kotiledonda
beneklenme, yaprak ayasinda kabarciklik, yaprak ayasinda beneklilik, hipokotil
uzunlugu, kotiledon sekli, kotiledon genisligi, kotiledon uzunlugu, gdvde kalmlhgi,
govde bogum sayisi, kol sayisi, gévde uzunlugu, yaprak ayasinda ikincil loblanma

derecesi, yaprak ayasi uzunlugu, yaprak ayasi genisligi, yaprak alani, yaprak sapi



18

uzunlugu, ilk erkek ¢igegin olusum siiresi, ilk erkek ¢icegin olustugu bogum sayisi, ilk
disi ¢icegin olusum siiresi, ilk disi ¢igegin olustugu bogum sayisi, disi ¢igek ta¢ yaprak
yiiksekligi, disi ¢icegin tac¢ yapraginin ug sekli, erkek ¢igek tac yaprak genisligi, ¢igek
tozu canliligy, cicek tozu ¢imlenme orani, yumurtalik uzunlugu, yumurtalik genisligi,
yumurtalikta tliyliilik, kok yas agirhigi, yaprak yas agirligi, yaprak haric¢ siirgiin yas
agirhgl, kok kuru agirhigi, yaprak kuru agirligi, yaprak hari¢ siirglin kuru agirhigs,
toplam bitki kuru agirligi ve toplam bitki yas agirhigi gézlem ve 6lgtimleri saglikli bir
sekilde yapilmis ve veriler kaydedilmistir. Birinci denemede yasanan aksaklik nedeniyle
18 Temmuz 2009 tarihinde T2 generasyonu ve kaynak ¢esit kullanilarak deneme tekrar
kurulmus ve yiiriitiilmiistiir. Tekrar edilen bu denemede (ikinci) hedeflenen gézlem ve
analizlerin tamami gerceklestirilmistir.

ZYMV-CP geni aktarilmig ve aktarimamig Crimson Sweet bitkilerinin ZY MV
ile inokule edilerek kiyaslanmasi amaciyla kurulan denemeler de 10 Ocak 2009 ve 18
Temmuz 2009 tarihlerinde gergeklestirilmistir. Birinci donem denemesindeki bitkilerin
sicakligi ylikselmesiyle beraber giibreden zarar gormesi nedeniyle sadece ikinci donem

kurulan denemede belirtilen gézlem ve analizlerin tamami yapilmistir.

3.2.1. ZYMV-CP Geni Aktarilmis ve Kaynak Genotip Tohumlariin
Ekilmesi ve Elde Edilen Bitkilerden DNA izolasyonu

Kanamycine igeren in vitro ortamda biiyliyebilen ve PCR sonucu pozitif
oldugu saptanan 61 nolu Crimson Sweet hattinin kendilenmesi ile elde edilen T1 ve
T1’in kendilenmesi sonucu olusan T2 generasyon tohumlari ile kaynak ¢esit tohumlarsi,
2:1 oraninda hazirlanan torf ve perlitten olusan ortamlara, yukarida belirtilen tarihlerde
viyollere ekilmistir. Elde edilen bitkilerde kotiledon ile ilgili gézlem ve Olglimlerin
yapilmasindan sonra, Kotiledon yapraklarindan 100’er mg o6rnek alinmis, sivi azotta
ogiitiilmiis ve -86°C’de muhafaza edilmistir. Kaynak ve gen aktarilmis genotipin yaprak
ornekleri, Ek 1’de belirtilen protokole (Gusmini ve Wehner, 2010) gore yapilan DNA
izolasyonunda  kullanilmistir. Elde edilen DNA’larm  safligimi ve  tahmini
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla, %0.8’lik agaroz jel elektroforez, SB (sodyum

hidroksit-borik asit) (1X) ¢ozeltisi kullanilmigtir. Crimson Sweet kaynak ve transgenik
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bitkilerin tahmini DNA konsantrasyonunu belirlemek i¢in kosulan elektroforez jel

goriintiileri Sekil 3.2. ve 3.3’ de sunulmustur.

CSK CSK CSH CSH CSK CSH  CSK CSK  CSK alatar
[ ] BOD 119 106 51 20 57 TG

-

Sekil 3.2. Kaynak ¢esitten izole edilen DNA konsantrasyon jeli 6rnegi (CSK: Crimson
Sweet Kaynak)

Baz cifti

CST CST CST CST CST CST CST CST CST CST CST CST CST CST CST csy CST
94 56 105 22 15 51 103 33 113 61 125 107 75 20 53 110 79

“--‘-‘--“.‘“-‘.*—u-

Sekil 3.3. Gen aktarilmis T2 generasyonu bitkilerinden izole edilen DNA konsantrasyon
jeli 6rnegi (CST: Crimson Sweet Transgenik)

3.2.2. ZYMV-CP Genini Alms Transgenik ve Almamis Kaynak Bitkilerin
PCR ile Belirlenmesi

Kaynak c¢esitte ZYMV-CP geninin bulunmadigi ve gen aktarilmis g¢esidin
bitkilerinde ZYMV-CP geninin varligi PCR ile tespit edilmis ve denemeye almacak
bitkiler sec¢ilmistir.

3.2.3. Denemelerin Kurulmasi

PCR sonucu ZYMV-CP pozitif ¢ikan T1 veya T2 bitkileri ile ZYMV-CP
geninin bulunmadig:r PCR ile teyit edilen kaynak cesit bitkileri, 16 litrelik har¢ (2:1

oraninda torf ve perlit) ile dolu saksilara alinarak cam serada yetistirilmistir. Bitkiler,
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tesadiif parselleri deneme desenine gore sira arasi 1.5 m ve sira tizeri 0.5 m olacak
sekilde yerlestirilmigtir. Saksi topragi kurumadan bitkiler hortum ile sulanmis ve
yetistirme sezonu boyunca toplam 20 kg/da N, 12 kg/da P,0s, 30 kg/da K;O verilmistir
(Splittstoesser, 1990; Anonim, 2002; Proietti ve ark., 2008). Dikim 6ncesi fosforun
tamamyi, azot ve potasyumun 1/3’i verilmistir. Azot ve potasyumun 1/3’liik ikinci kismi
lice boliinmiis ve kol atma doneminden baslayarak 7 giin arayla suda ¢oziildiikten sonra
bitkilere verilmistir. Diger 1/3’lik kismi ise meyveler ceviz biyiikligini almaya
basladig1 donemden itibaren iige boliinerek 7 giin arayla benzer sekilde uygulanmistir.
Hastalik ve zararlilar konusunda, simptomlar goriilmesi halinde gerekli bitki koruma
onlemleri almmistir. Yetistirme sezonu boyunca galeri sinegi, beyaz sinek, kirmizi
oriimcek ve kiilleme goOrilmiis, Onerilen dozlarda ilaglamalar1 yapilmistir. Sera iist
havalandirmasmin 50 mesh’lik tiil ile kapali olmasma baglh olarak sera icinde ar1
faaliyetinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle, meyve olusumunu saglamak ve bir sonraki
generasyonun tohumlarmi elde etmek i¢in kendileme yapilmistir. Her parselde
kendilemede kullanilacak erkek ve disi ¢igekler, kendilemenin bir giin oncesinde diger
parsellerdeki bitkilerin polenleriyle bulasmay1 6nlemek amaciyla bir masa yardimiyla
aksam serin saatlerde kapatilmistir. Ertesi giiniin erken ve serin saatinde erkek
ciceklerden sulu boya fir¢asi (Martol, Cin) yardimiyla alman polenler disi ¢igeklerin
stigmasina dokiilerek kendileme yapilmistir. Kendilenen c¢igekler, bulagsmay1 dnlemek
amaciyla bir masa yardimiyla hemen kapatilmistir.

Birinci (Ocak) ve ikinci (Temmuz) denemelerde, sera i¢i maksimum ve
minimum sicaklik degerleri kaydedilmistir. Birinci deneme doneminde kaydedilen
minimum ve maksimum sicaklik degerlerinin aylik ortalamasi, sirasiyla Ocak’ta
15.67°C ve 30.56°C; Subat’ta 18.24°C ve 30.33°C; Mart’ta 19.48°C ve 32.10°C;
Nisan’da 21.33°C ve 37.33°C’dir. Ikinci deneme ddneminde ise minimum ve
maksimum sicaklik degerlerinin aylik ortalamasi sirasiyla Temmuz’da 28.08°C ve
41.08°C; Agustos’ta 26.84°C ve 38.48°C; Eyliil’de 22.61°C ve 35.39°C; Ekim’de
20.03°C ve 35.19°C; Kasim’da 20.00°C ve 27.20°C olarak belirlenmistir. Ayrica,
denemelerin yiiriitiildiigii 2009 yilinda kaydedilen bazi meteorolojik degerlerin aylik
ortalamalari,, Hatay meteoroloji midirligiinden temin edilmis ve Cizelge 3.1°de

sunulmustur.
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Cizelge 3.1. Denemelerin gergeklestirildigi 2009 yilina ait bazi meteorolojik degerlerin

aylik ortalamalar1 (Hatay Meteoroloji Midiirligii)

Orta_lama O_rte_1lama Ortalama | Ortalama Or't.alama Maksimum | Toplam
Aylar maksimum | minimum sicaklik nem ruzgar rizgar hizi | yagis

sicaklik | sicaklik °C) (%) hiz1 (mis) (mm)

°C) O (m/s)

Ocak 11.5 4.0 7.5 69.6 1.4 8.5 165.8
Subat 14.0 7.5 10.5 78.2 1.4 111 272.0
Mart 17.3 8.8 12.8 69.2 2.0 18.5 182.8
Nisan 23.2 11.9 17.1 67.4 2.1 14.0 294.0
Mayis 26.6 16.1 21.1 63.1 2.8 19.5 514
Haziran 311 22.0 26.3 62.4 35 14.0 0.0
Temmuz 31.9 24.6 27.9 68.5 4.3 15.0 53
Agustos 32.6 24.9 28.4 65.6 3.9 14.0 0.0
Eyliil 30.2 20.4 24.8 64.3 2.5 12.9 17.3
Ekim 29.5 17.5 22.8 55.1 1.6 12.1 154
Kasim 20.2 10.1 14.4 73.0 1.2 9.0 170.0
Aralik 15.4 9.3 12.2 80.5 1.5 16.1 194.0

3.2.4. Gen Aktarilmis ve Kaynak Genotiplerin ZYMV Bulastirilmadan

Karsilastirilmasi

Gen aktarilmis ve kaynak genotiplerin ZYMV bulastirilmadan karsilastirilmasi
amaciyla gergeklestirilen denemelerde, her uygulamada 3 tekerriir ve her tekerriirde 10

bitki kullanilmigtir. Deneme alanmin genel goriiniimii Sekil 3.4’de sunulmustur.
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Sekil 3.4. Crimson Sweet kaynak ve ZYMV-CP geni aktarilmig Crimson Sweet
bitkilerinin genel gériiniimii

3.2.5. Southern Blot Testi ile ZYMV-CP Geni Varhgmm Teyit
Edilmesi

Elde edilen kaynak ve gen aktarilmis ¢esidin T2 generasyonu bitkilerinde s6z
konusu genin varligi Southern blot testi ile de teyit edilmistir. Bu yontem igin 6ncelikle

incelenecek ZYMV-CP genine 6zgii radyoaktif olmayan bir prob hazirlanmastir.

3.2.5.1. Probun Elde Edilmesi

ZYMV-CP genine (1260 baz cifti) sahip pCIB10 plazmidini (Fang ve Grumet,
1993; Rothstein ve ark., 1987) tasiyan Agrobacterium tumefaciens’in EHA 105 susunu
cogaltabilmek i¢in LB-Agar (Merck, VM587483618) ortami hazirlanarak 120°C’de 15
dakika siireyle 1.05 kgf/cm? basingta otoklav edildikten sonra 50 mg/L steril
kanamycine (filtre sterilizasyonu) eklenmis ve steril petri kaplarma (90x15 mm)
dokiilmustiir. Derin dondurucuda, -86°C’de muhafaza edilen EHA 105 susu, steril bir

tahta ¢ubuk (5-6 mm capinda) yardimiyla petri kaplarmma cizilerek bakteri asilamasi
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yapilmistir. Bakteri ile cizilen petri kaplar1 28°C’de yaklasik 2 giin siireyle bekletilerek
tek bakteri kolonilerinin olusumu saglanmistur.

Cogaltilan bakteri kiiltiiriinii biiylitmek icin, LB-Bouillon (Sivi) (Merck,
VM491085542) ortami hazirlanarak, cam tiiplere (150x25 mm) 5 ml olacak sekilde
dokiilmiis ve yukarida belirtildigi gibi sterilize edilmistir. Steril kabinde, 50 mg/L
kanamycine eklenmis ve 0ze yardimiyla petri kaplarindan alman 1 veya 2 bakteri
kolonisi, yukarda belirtildigi gibi hazirlanan steril cam tiiplere aktarilmistir. Tiipler 20-
24 saat siireyle, 28°C’de 200 rpm’de (dakikadaki devir sayisi) calkalanarak bakteri
kiiltiirli biytitiilmistiir. Bakteri kiiltlirtiniin yogunlugu ODggo: 1-1.6 oldugunda (Wise ve
ark., 2006; Li ve ark., 1995) bakteri kiiltiiriinden Ek 2’de verilen protokole gore plazmit
izolasyonu gergeklestirilmistir (protokol Helms, 1990 ve Fermantasin K0502 nolu
kitinin kolonlar1 kullanilarak diizenlenmistir). Elde edilen plazmit konsantrasyonu,
Biophotometer (Eppendorf) ve %0.8’lik agaroz jel -elektroforez yardimiyla
belirlenmistir (Sekil 3.5.). OD2g0/OD2gp Oran1 1.8 civarinda oldugunda DNA saf olarak
kabul edilmistir (Wise ve ark., 2006).

MARKER PLAZMIT PLAZMITPLAZMI

Baz cifti

23130
9416

6557

4361
- -
- -

2322
2027

Sekil 3.5. Elde edilen pCIB10 plazmidinin elektroforez jel goriintiisii
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Elde edilen plazmitden ZYMV-CP geni, spesifik primerler (Cizelge 3.2.)
kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir. Primerler ticari olarak sentezlettirilmis ve firmanin
(Thermo Electron, Almanya) bildirdigi konsantrasyonlar dikkate alinarak 6nce 250 uM
depolama stogu ve daha sonra 5 uM galisma stok konsantrasyonu olacak sekilde steril
saf su ile seyreltilmistir.

Cizelge 3.2. ZYMV-CP geninin PCR ile ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan spesifik primerler
ve baz dizilimleri

Primer 1 5’-AAGTCTAGAAAATAACAAATCTCAACA-3’

Primer 2 5>-AATGAGCTCTTTTTTTTTAGGCTTG-3°

PCR, 1980°li yillardan itibaren in vitro ortamda spesifik bir DNA pargasmin
kopyalarmin kisa zincirli oligoniikleotid primerler yardimiyla yonlendirilerek enzimatik
olarak sentezlenmesi seklinde tanimlanmaktadir. PCR, cift iplikli bir DNA molekiiliinde
hedef dizilere iki oligoniikleotid primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir.

PCR reaksiyon hacim, bir ornek ic¢in toplam 25 pl olacak sekilde
diizenlenmistir (Cizelge 3.3.).
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Cizelge 3.3. PCR reaksiyon karigimmda bulunan kimyasal maddeler ve bir karisim igin
gerekli stok miktari ile reaksiyon ¢ozeltisindeki konsantrasyonlari

PCR reaksiyon Bir PCR _
. PCR reaksiyon
karisiminda bulunan reaksiyonu (1 o .
) o _ cozeltisindeki (25 pl)
kimyasal maddeler ve ornek) icin gerekli
. konsantrasyon
stok konsantrasyonlar1 stok miktar1 (pul)
Steril ultra saf H,O 17.3*
PCR buffer (10X) 2.5 1X
MgCl, (25 mM) 1,5 1.5 mM
dNTPs (10 mM) 0.5 200 uM (her dNTP)
Primer 1 (5 uM) 1 0.2 uM
Primer 2 (5 uM) 1 0.2 uM
Taq polimeraz (5 u/pl) 0.2 lu
DNA 1* 30 ng/25ul

*: Genomik DNA i¢in yapilan PCR isleminde genomik DNA’nin konsantrasyonuna
bagli olarak genelde 4 ul (100 ng) kullanilmistir. Buna bagh olarak steril ultra saf su
miktar1 toplam PCR reaksiyon hacmi 25 pul (1 6rnek i¢in) olacak sekilde azaltilmistir.

ZYMV-CP geninin pCIB10 plazmidinden ¢ogaltilmasi i¢in gerekli olan PCR

programi Cizelge 3.4’te sunulmustur.

Cizelge 3.4. PCR dongii programi

Diingii Sicaklik derecesi ve siiresi Islem
1 95°C’de 120 Saniye On denaturasyon
DNA’nin  ¢ift  ipliginin  ayrilmasi
95°C’de 45 Saniye (denaturasyon)
2 (30 defa) | spec’de 60 Saniye Primerlerin baglanmasi (annealing)
Yeni DNA iplik¢iginin sentezlenmesi
72°C’de 90 Saniye (uzama)
72°C’de 5 Dakika Son uzama
4 4°C’de Muhafaza
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PCR sonucu olusan iiriin, %0.8’lik elektroforez jelde kosturularak UV altinda
incelenmis ve yaklasik 1260 baz ¢ifti uzunlugunda bant gézlenmistir. Jelden ZYMV-CP
genini izole etmek igin DNA ekstraksiyon Kiti (Fermantas, K0513) kullanilmistir (EK 3).
Agaroz jelden izole edilen ZYMV-CP DNA’s1, DIG (Dioksigenin) High Prime DNA
Labeling and Detection Starter Kit Il (Roche, 11585614910) ile Ek 4’te verilen
yontemle non-radyoaktif olarak isaretlenmistir. Isaretlenmis DNA Ek 5’te verilen
protokol takip edilerek pozitif yiikli naylon membrana (NPOHY00010, GE Nylon,
Reprobing Charged Transfer Membrane, GE Water&Process Technologies) Vacuum
Blotter (BIO-RAD, model 785) ile aktarilmistir. Isaretlemenin etkinligini belirlemek
icin membrana aktarilan isaretlenmis prob DNA’s1 ile kitle gelen isaretlenmis DNA, X-
Ray filmine aktarilarak karsilastirilmistir (Sekil 3.6.). Boylece incelenecek ZYMV-CP

genine 0zgii isaretlenmis prob elde edilmistir.

Kitin isaretli
Kontrol DNA's1

Kit ile isaretlenen
ZYMV-CP probu

Sekil 3.6. Kit ile gelen isaretli kontrol DNA’s1 ve Kit kullanilarak isaretlenen ZYMV-
CP probunun X-Ray filmindeki goriintiisii

3.25.2. Cok Miktarda Genomik DNA’min Ekstraksiyonu ve

Enzimlerle Kesilmesi

Denemede kullanilan ZYMV-CP geni aktarilmis ve kaynak karpuz bitkilerinin
geng yaprak ornekleri (5 g) alinmistir. Alinan yaprak 6rnekleri sivi azotla 6giitiilmis ve
-86°C’de muhafaza edilmistir. Bu yaprak orneklerinden Ek 6’da verilen yonteme goére
DNA izole edilmistir (Levi ve Thomas, 1999). Elde edilen genomik DNA’nin

konsantrasyonu hakkinda fikir sahibi olmak i¢in agaroz jel elektroforez yapilmistir
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(Sekil 3.7.). DNA konsantrasyonunu ve safligini belirlemek i¢in ayrica Biophotometer
(Eppendorf) de kullanilmistir.

Baz cifti
23130
9416
6557
4361

Sekil 3.7. Kaynak (CSK) ve gen aktarilmig T2 (CST) generasyonu bitkilerden izole
edilen genomik DNA’nin konsantrasyon jeli

Ek 6’da verilen protokole gore izole edilen DNA, uygun restriksiyon enzimleri
ile kesilerek belirli say1 ve uzunlukta DNA olusumu saglanmistir. Genomik DNA’nin
kesiminde Bcll ve Xbal enzimleri kullanilmistir. Bcll enzimi ZYMV-CP genini bir
yerden keserken, Xbal enzimi ise s6z konusu geni kesmemektedir. Kaynak ve gen
aktarilmug bitkilerden elde edilen genomik DNA, s6z konusu enzimler ile kesmek igin
enzimlerle beraber 8 saat boyunca 37°C’de bekletilmistir (Ek 7). Ardindan s6z konusu
kesme isleminin gerceklesip gergeklesmedigini belirlemek amaciyla, TAE (1X) (5X
TAE’den seyreltilerek kullanilmistir) igeren kontrol jeli hazirlanmistir. Belirtilen
enzimlerle kesilen 4-5 pug genomik DNA, %]1°lik agaroz jelde 30 voltta 8 saat siireyle
kosturulmustur. Kosma islemi bitince, jel 30 dakika siireyle 0.5 pg/ml’lik ethidium
bromide ile muamele edilerek goriintiisii alinmis ve incelenmistir. Agaroz jel
elektroforez yontemi ile DNA’nin jel iizerinde biiyliklikklerine gore birbirinden

ayrilmasmi saglayan enzimler belirlenmistir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Elektroforez
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3.2.5.3. Enzimle Kesilen Genomik DNA’min Pozitif Yiiklii Naylon

Membrana Aktarilmasi

Yukarida belirtildigi gibi Xbal enzimi ile kesilen 9-12 pg genomik DNA’nin,
pozitif yiiklii naylon membrana aktarilmasi i¢in dncelikle elektroforez yapilmistir. Bu
amagla TAE (1X TAE) soliisyonu ile %1°lik agaroz jel hazirlanmis ve 30 voltta 8 saat
stireyle kosturulmustur. Jelde biiyiikliigiine gore ayrisan genomik DNA, Ek 8’de verilen

protokole gore Vacuum Blotter yardimiyla pozitif yiiklii membrana aktarilmistir.

3.2.5.4. Hibridizasyon

DIG ile isaretlenmis ZYMV-CP probu ile Xbal enzimiyle kesildikten sonra
pozitif yiiklii naylon membrana aktarilan genomik DNA, Ek 8’de verilen protokole gore
hibridize edilmistir. Prob yalnizca kendisiyle eslesen bazlar1 iceren DNA ile hibridize
olacak ve 1s1ma yapacaktir. Ayrica protokol geregi yanlis eslesen DNA’lar da

yikanmistir.

3.2.6. Morfolojik, Pomolojik, Biiyiime ve Verim Ozelliklerinin

Incelenmesi

Kurulan denemelerde, bitkiler asagida belirtilmis olan analizlere tabi
tutulmustur. Yaprak ve ¢icek gozlemlerinde, her yinelemede 8 bitki ve her bitkide 2
yaprak ve ¢igek kullanilmistir. Pomolojik analizler ise her yinelemede 8 meyvede
yapilmistir. Biiylime ile ilgili 6zellikler (yas agirlik, kuru agirlik, yaprak alani), her
yinelemede 2 bitkide gerceklestirilmistir. Yiiriitilen denemelerde incelenen 6zellikler
asagida kisaca belirtildigi gibi gergeklestirilmistir.

Ploidi diizeyi: Tez ¢aligmalar1 baglamadan once gen aktarilmis TO ve kaynak
Crimson Sweet genotiplerinin ploidi diizeyi Flow Cytometry yontemi ile belirlenmistir.
Tez kapsaminda kurulan denemelerde, yetistirme sezonu boyunca elde edilen kaynak ile
T1 ve T2 bitkilerinde ploidi diizeyi morfolojik (¢gicek iriligi, ¢igek tozu canliligi ve
¢imlenme oranlari, yaprak, govde vb.) gozlemler yapilarak (diploid, triploid, tetraploid

seklinde) belirlenmistir.

I: Sebahattin Ciiriik, Metin Tuna (Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla
Bitkileri Boliimii); Yayinlanmamis bireysel calisma
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Bitkinin ciceklenme durumu: Yetistirme sezonu boyunca elde edilen bitkiler
incelenmis ve ciceklenme durumu monoik (Sekil 3.8) veya andromonoik (Sekil 3.9)

olarak belirlenmistir.

Sekil 3.8. Crimson Sweet’te monoik ¢i¢cek olusumu

Sekil 3.9. Zerzuri’de andromonoik ¢i¢cek olusumu
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Hipokotil uzunlugu, kotiledon sekli, kotiledon genisligi, kotiledon uzunlugu ve
kotiledonda beneklenme gozlemleri birinci ve ikinci denemelerde sirasiyla 26 Ocak

2009 ve 26 Temmuz 2009 tarihlerinde gergeklestirilmistir.

Hipokotil uzunlugu (cm): Fidelerin hipokotil uzunlugu, toprak iistiinden
kotiledon yapragmin ¢ikis gosterdigi mesafeye kadar olan kismin dijital kumpas
yardimiyla 6l¢iilmesiyle belirlenmistir.

Kotiledon sekli: Fidelerin kotiledon sekli, gézlem yapilarak dar eliptik, eliptik
veya genis (sirasiyla 1, 2 ve 3 skala degerleri verilmistir) olarak belirlenmistir (Sekil
3.10.).

3
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kotiledon genisligi L2
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1 2 3
Dar eliptik Eliptik Genis eliptik

Sekil 3.10. Kotiledon sekli (Anonim, 1998)

Kotiledon genisligi (cm): Fidelerde kotiledon genisligi, Sekil 3.10°da
gosterildigi gibi belirtilen mesafe dijital kumpas yardimiyla 6lgiilerek belirlenmistir.

Kotiledon uzunlugu (cm): Fidelerin kotiledon uzunlugu, sekil 3.10°da
gosterildigi gibi belirtilen mesafe dijital kumpas yardimiyla 6lgiilerek belirlenmistir.

Kotiledonda beneklenme: Fidelerin kotiledonda beneklenme durumlari,

g6zlem yapilarak var veya yok olarak kaydedilmistir.
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Bitkinin gelisme tabiati: Denemedeki bitkilerin gelisme tabiati, yetistirme
sezonu boyunca gozlem yapilarak, bitkilerin ¢ali veya kol atarak biiyidigii
saptanmigtir.

Govde kalinhgr (mm): Bitkiler hasat edilmeden ii¢ hafta 6nce, bitkilerin
govde kalinliklari, toprak seviyesinin hemen {stiindeki mesafeden dijital kumpas
yardimiyla 6l¢iilmiistiir.

Govde uzunlugu (cm): Bitkiler hasat edilmeden ii¢ hafta Once, bitkilerin
gbvde uzunluklari, en uzun olan kolun, bitkinin kok baslangic bdlgesinden siirgiin
ucuna kadar olan mesafesinin metre yardimiyla 6l¢iilmesiyle belirlenmistir.

Govdede bogum sayis1 (adet): Bitkiler hasat edilmeden {i¢ hafta dnce, ana
gbvde lizerindeki bogumlar sayilmistir.

Kol sayis1 (adet): Bitkiler hasat edilmeden {i¢ hafta once, bitkinin govdesi
olarak tanimlanan kisimdan ¢ikan siirglinler sayilarak kaydedilmistir.

Yaprak ayasinda ikincil loblanma derecesi (yaprak parcahhgi):
Denemedeki bitkilerin en uzun siirgiiniinde, siirgiin ucundan saymaya baslayarak 9 ve
10. yapraklarindaki ikincil loblanma derecesi zayif, orta veya giiclii (sirasiyla 1, 2 ve 3

skala degerleri verilmistir) olarak belirlenmistir (Sekil 3.11.).

vaprak ayasi
gemsha 4

v

uzunlugu

yapralk ayas

¥

zayf orta giiglii

Sekil 3.11. Citrullus lanatus’ta yaprak ayasi sekli (Anonymous, 2008)
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Yaprak ayasi uzunlugu ve genisligi (cm): Denemedeki bitkilerin yaprak
ayast uzunluk ve genislikleri, Sekil 3.11°de gosterilmis oldugu gibi belirtilen
mesafelerin, dijital kumpas yardimiyla dl¢iilmesiyle saptanmustir.

Yaprak ayasi rengi: Bitkinin en uzun siirgliniinde, slirgiin ucundan itibaren
sayilarak belirlenen 9 ve 10. yapraklarinda, Minolta CR-300 kromometre (Konica,
Amerika) cihazi ile renk 6l¢iimleri yapilmustir.

Yaprak alami (cm?/bitki): Bitkilerin ilk ¢iceklenme déneminde, her bitkinin
(her yinelemede 2 bitki) biitiin yapraklar1 alinarak LICOR (Licor 3100, Amerika) cihaz1
ile 6lciilmiis ve bitki basina toplam yaprak alani belirlenmistir.

Yaprak ayasinda kabarcikhk: Bitkilerin en uzun siirgiiniinde, siirgiin
ucundan sayilarak belirlenen 9 ve 10. yaprak ayalari incelenerek, yaprak ayasinda
kabarciklilik var veya yok seklinde kaydedilmistir.

Yaprak ayasinda beneklilik: Denemedeki bitkilerin en uzun siirgiiniinde,
stirglin ucundan sayilarak belirlenen 9 ve 10. yaprak ayalar1 gozlenerek, yaprak
ayasinda beneklilik var veya yok olarak saptanmuistir.

Yaprak sap1 uzunlugu (cm): Bitkinin en uzun siirgiiniinde, siirgiin ucundan
sayilarak belirlenen 9 ve 10. yapraklarin sap uzunlugu dijital kumpas yardimiyla
Olctilmistiir.

IIk erkek cicegin olusum siiresi (giin): Tohum ekiminden gévde iizerinde ilk
erkek cicegin ag1ldig1 zamana kadar gecen giin sayisidir.

Ilk erkek cicegin olustugu bogum sayis1 (adet): Govde iizerinde kotiledon
yapraklarmin bulundugu bogumdan, ilk erkek c¢igegin actigi boguma kadar olusan
bogumlar sayilmaistir.

Erkek cicek tac yaprak genisligi (mm): Erkek ¢icek tag yaprak genisligi, ilk
olusan 3 ve 4. erkek c¢icekte, karsilikli iki tag yaprak ucu arasindaki mesafenin dijital
kumpas yardimiyla 6lciilmesiyle belirlenmistir.

Ik disi cicegin olusum siiresi (giin): Tohum ekiminden govde iizerinde ilk
disi ¢icegin agildig1 zamana kadar gecen siiredir.

Ilk disi cicegin olustugu bogum sayis1 (adet): Govde iizerinde kotiledon
yapraklarinin bulundugu bogumdan baslayarak, ilk disi ¢icegin a¢ildigi boguma kadar

olusan bogumlar sayilarak kaydedilmistir.
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Disi cicek ta¢ yaprak yiiksekligi (mm): Govde {izerinde ilk olusan 3 ve 4.
cicekte, ta¢ yapragmn u¢ kismindan yumurtaliga kadar olan mesafe dijital kumpas
yardimiyla 6l¢iilmiistiir.

Disi cicegin ta¢ yapragimin ug sekli: Ta¢ yapragin ug sekli, ilk olusan 3 ve 4.
cicekte gozlem yaparak keskin, yuvarlak veya genis (sirasiyla 1, 2 ve 3 skala degerleri
verilmistir) olarak belirlenmistir.

Yumurtahk uzunlugu (mm): Disi ¢igegin yumurtalik yiiksekligi, ilk olusan 3
ve 4. gicekte dijital kumpas kullanilarak belirlenmistir.

Yumurtahk genisligi (mm): ilk olusan 3 ve 4. ¢icekte yumurtaligin en genis
oldugu yer, dijital kumpas kullanilarak 6lgiilmiistir.

Yumurtahkta tiiyliiliik: Ilk olusan 3 ve 4. cicek incelenerek, disi cicegin
tiiyliiliik durumu seyrek, orta veya yogun (sirasiyla 1, 2 ve 3 skala degerleri verilmistir)
olarak belirlenmistir.

Dikim-meyve olgunluk siiresi: Fide dikiminden hasada kadar gegen siire
(glin) belirlenmistir.

Meyve sekli: Denemeden elde edilen karpuz meyveleri incelenerek meyve
sekli; basik-yuvarlak, yuvarlak, genis oval, oval, armut sekilli veya uzunca (sirasiyla 1,

2, 3, 4, 5 ve 6 skala degerleri verilmistir) olmak tizere degerlendirilmistir (Sekil 3.12.).

OOOOO

1 2 3 4 a3 G
Basik-Yuvarlak Yuvarlak  Genig Oval Cwal Armnt Sekilli Uzunca

Sekil 3.12. Citrullus lanatus’ta meyve sekli (Anonymous, 2008)
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Meyve eni (cm): Meyvelerin ¢icek ¢ukuru ile sap ¢ukuru arasindaki orta
eksene dik olan en genis mesafe metre ile dlgiilerek belirlenmistir.

Meyve boyu (cm): Meyvelerin ¢icek cukuru ile sap g¢ukuru arasindaki
mesafenin metre ile dl¢iilmesiyle saptanmistir.

Meyve agirhgr (kg): Olgunluk doneminde her meyvenin agirhigi terazi
yardimiyla tartilarak kaydedilmistir.

Meyve kaide kisminin sekli: Meyve kaide kisminin (¢igek ¢ukuru tarafi) sekli
diiz, diiz-yuvarlak, yuvarlak, yuvarlak-konik veya konik (sirasiyla 1, 2, 3, 4 ve 5 skala
degerleri verilmistir) olarak saptanmistir.

Meyvenin meyve sapma yakin kisminin sekli: Meyvenin, meyve sapina
yakin kisminim sekli diiz, diiz-yuvarlak, yuvarlak, yuvarlak—konik veya konik (sirasiyla
1, 2, 3, 4 ve 5 skala degerleri verilmistir) olarak belirlenmistir.

Meyvenin meyve sapina baglandigi yerin sekli: Meyvenin meyve sapina
baglandig1 yerin sekli yiizeysel, orta veya derin olarak saptanmustir.

Meyve kabugunda yivlilik: Meyve kabugunun yivlilik durumu; yok, taban
yarisinda, u¢ yarisinda veya biitiin meyvede oOlmak tiizere var veya yok olarak
belirlenmistir.

Meyve kabugunda cizgililik: Meyvelerinin kabugundaki ¢izgiler; var veya
yok olarak saptanmustir.

Meyve kabugunda damarhhk: Meyvenin kabugundaki damarlilik durumu
var veya yok seklinde belirlenmistir.

Meyve kabuk kalinhgr (mm): Olgunluk doneminde meyve kabuk kalinligi
her meyvede 3 yerden olmak tizere dijital kumpas yardimiyla 6l¢iilmiistiir (Sekil 3.13.).
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Meyve kabuk
kalinhi

Sekil 3.13. Citrullus lanatus’ta meyve kabuk kalinligi (Anonymous, 2008)

Derim olumunda meyve eti sertligi (Newton): Bir bigak yardimiyla meyve
dort parcaya boliindiikten sonra meyve etinin sertligi, her 4 parcada, 5 mm uglu
penetrometre (Nippon Optical Works Ca, L.T.D; Tokyo, Japan) yardimiyla
Olctilmiistiir.

Meyvede tohum sayis1 (adet): Her meyvede bulunan toplam tohum sayisi
sayilarak kaydedilmistir.

Meyve sap1 uzunlugu (cm): Denemedeki bitkilerden elde edilen meyvelerde,
meyve sap1t uzunlugu, meyveler hasat edilmeden oOnce dijital kumpas yardimiyla
Olctilmiistiir.

Meyve sap1 kalinhgr (mm): Denemedeki bitkilerden olusan meyvelerde,
meyve sapt kalinligi, meyveler hasat edilmeden oOnce dijital kumpas yardimiyla
belirlenmistir.

Meyve sapinin meyveye baglandig1 yerin biiyiikliigii (mm): Meyve sapmin
meyveye baglandigi yerin biiyiikligii, meyveler hasat edilmeden once dijital kumpas
yardimiyla 6l¢iilmiistiir.

Meyve miihiir biiyiikliigii (mm): Elde edilen meyvelerde, meyve miihiir
biiyikliigii, meyveler hasat edildikten sonra dijital kumpas yardimiyla oOlgiilerek
belirlenmistir.

Tohum agirhg: (g): Meyvelerden elde edilen 10 adet kurumus tohum agirlhigi,
tartilarak kaydedilmistir.
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Ortalama tohum agirhg (mg): Denemeden elde edilen meyvelerde her
meyvenin toplam tohum agirhigmin, toplam tohum sayisma bolinmesi ile
hesaplanmigtir.

Tohum kabugunun zemin rengi: Tohum kabuk zemin rengi; kahverengi,
beyaz, krem, yesil, kirmizi, kizil kahve veya siyah vb. olmak tizere degerlendirilmistir.

Tohum kabugunda ikincil renk: Tohum kabugunda ikincil renk var veya yok
seklinde belirlenmistir.

Tohum hilumda leke: Tohum hilumunda leke durumu; var veya yok olarak
kaydedilmistir.

Tohum Kkenarinda leke: Tohum kenarinda leke durumu; var veya yok
seklinde degerlendirilmistir.

Meyve kabuk ve et rengi: Meyvelerin kabuk rengi 6lgiimleri her meyvede,
meyve kabuk agik yesil (zemin) ve meyve kabuk koyu yesil rengi olmak tizere 2’ser
defa okuma yapilmistir. Meyve et rengi ise, meyvenin ekvator bolgesinde her iKi
taraftan olmak iizere okuma yapilmistir. Renk olgtimleri C.I.LE.L*a*b* metoduna gore
Minolta CR-300 kromometre ile yapilmistir (McGuire, 1992). Minolta Renk Olger ile
L*, a*, b*, C* ve h° degerleri 6lglilmiistiir. Burada, L* rengin parlakligindaki degisimi
(L; 0 siyah, 100 beyaz), a* degeri yesilden kirmiziya renk degisimini (pozitif degerler
kirmizi, negatif degerler yesil), b* degeri ise Saridan maviye renk degisimini (pozitif
degerler sar1, negatif degerler mavi), C* rengin yogunlugunu ve h° rengin ag1 degerini
(0; kirmizi-mor, 90°; sar1, 180°; mavimsi-yesil, 270°; mavi) gostermektedir. L*, a*, b*

renklerini gosteren skala Sekil 3.14’te verilmistir.
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Sekil 3.14. Minolta Renk Olger cihazmmn renk skalas1

Titre edilebilir asit icerigi (%): Her analiz doneminde sikilarak elde edilen
meyve suyunun titre edilebilir asit orani, potansiyometrik yontem (Sadler, 1994) ile
Ol¢iilmiis olup, elde edilen meyve suyundan alian 5 ml 6rnek, distile su ile 100 ml’ye
tamamlanarak, dijital pH metrede 8.1 degeri okunana kadar 0.1 N NaOH ¢ozeltisi ile
titre edilmistir. Sonuglar malik asit (asitlik sabiti: 0.0067) cinsinden % olarak
hesaplanmuigtir.

Suda c¢oziinebilir kuru madde (SCKM) miktarn (%): Meyvelerin tohumlar1
cikarildiktan sonra, meyve etinin sikilmasiyla elde edilen meyve suyu kullanilarak,
SCKM miktari el refraktometresi (Nippon Optical Works Ca, L.T.D; Tokyo, Japan) ile
okumalar yapilarak belirlenmistir.

Meyve suyu pH degeri: Meyvelerin tohumlar1 ¢ikarildiktan sonra, meyve
etinin sikilmasiyla elde edilen meyve suyu orneginde 3 defa dijital pH metre okumasi

yapilarak saptanmigtir.
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Yaprak yas agirhg (g/bitki): Bitkinin ilk giceklendigi devrede, her bitkinin
biitiin yapraklar1 alindiktan sonra tartilarak agirliklari tespit edilmistir (her yinelemede 2
bitki).

Yaprak harig siirgiin yas agirh@ (g/bitki): Bitkinin ilk ¢igeklendigi devrede,
her bitkinin yapraklari harig, toprak iistli aksami sabah serin saatlerde hasas terazi ile
tartilmistir (her yinelemede 2 bitki).

Kok yas agirhgr (g/bitki): Bitkinin ilk ¢igeklendigi devrede her bitkiden
sOkiilerek c¢ikarilan bitki kokleri yikanmis, sular siiziildiikten sonra tartilarak agirliklari
belirlenmistir (her yinelemede 2 bitki).

Yaprak kuru agirhg: (g/bitki): Yas agirliklar1 saptanan yapraklar, kese
kagitlarma yerlestirilip, 65°C sicakliktaki etiivde en az 48 saat bekletildikten sonra, kuru
agirliklari tartilarak tespit edilmistir.

Yaprak hari¢ siirgiin kuru agirh@ (g/bitki): Yas agrliklar1 saptanan
strgiinler, kese kagitlarina yerlestirilip, 65°C sicakliktaki etiivde en az 48 saat
bekletildikten sonra, yaprak hari¢ toprak iistii aksaminin kuru agirliklari tartilarak tespit
edilmistir.

Kok kuru agirhg (g/bitki): Yas agirliklar: saptanan kokler, kese kagitlarina
yerlestirilip, 65°C sicakliktaki etiivde en az 48 saat bekletildikten sonra, kuru agirliklar1
tartilarak tespit edilmistir.

Toplam bitki yas agirhg: (g/bitki): Yukarida belirtildigi gibi her bitki i¢in
tartilan yaprak, yaprak harig siirgiin ve kok yas agirliklari toplanarak bitkinin toplam yas
agirhig1 belirlenmistir.

Toplam bitki kuru agirhg (g/bitki): Her bitki i¢in yukarida belirtildigi gibi
tartilan yaprak, yaprak harig¢ siirgiin ve kok kuru agirliklar1 toplanarak bitkinin toplam
kuru agirligi saptanmustir.

Cicek tozu canhhgi (%): Her parseldeki bitkilerden bir giin dncesinde pens
yardimiyla kapatilan erkek ciceklerden cigek tozu elde edilmistir. Her yineleme i¢in 4
defa cicek tozu canhiligi testi yapilmis ve bu test sonuclarinin ortalamasi alinmistir.
Cicek tozu canliligi, %]1°lik Triphenyl Tetrazolium Chlorid (TTC) yOntemine gore
yapilmustir (Sensoy ve ark. (2003)’nin bildirdigine gore Stanley ve Linskens (1974)).

Cicek tozu ¢imlenme orami (%0): Denemede bulunan her yinelemeden alinan

cigek tozlar1 %20 sakaroz, 100 mg/L H3BOs, 300 mg/L Ca(NOs),.4H,0, 200 mg/L
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MgSO,4.7H,0, 100 mg/L KNO; ve %0.2°lik agar (Sensoy ve ark. (2003)’nin
bildirdigine goére Brewbaker ve Kwack (1963)) iceren ortamda her tekerriir i¢in 3 petri
olusturularak c¢imlendirme testi yapilmistir. Daha sonra, her parsel i¢in belirlenen ii¢
petride olusan ¢imlenme yiizdelerinin ortalamasi alinarak cicek tozu ¢imlenme orani
tespit edilmistir.

Toplam verim (kg/m? ve kg/bitki olarak): Her hasatta alnan meyve
agirliklar1 toplanarak parselden elde edilen meyve miktar: tespit edilmistir. Parseldeki
toplam meyve agirligi (kg) parsel biiyiikligiine bolinerek m*’ye verim, bitki sayisina

boliinerek bitki basina verim hesaplanmistir.

3.27. ZYMV-CP Geni Aktarilmis ve Aktarilmamis Crimson Sweet
Genotiplerinin ZYMY ile inokule Edilerek Karsilastirilmas

ZYMV-CP geni aktarilmig T2 ve aktarilmamis Crimson Sweet bitkilerinin
ZYMV ile inokule edilerek kiyaslanmasi amaciyla, ZYMV izolati PCR pozitif ve
kaynak c¢eside ait 15’cr bitkiye 1M sodyum fosfat tamponu (358.1 g/L
Na;HPO,4.12H,0, 138 g¢/L NayH,PO,H,O (pH:7) ve %0.1 B-mercaptoethanol)
kullanilarak mekanik yolla (Fuchs ve Gonsalves, 1995) inokule edilmistir. Bu denemede
yukarida belirtilen analizlerden meyve eti rengi, SCKM, pH, asitlik, toplam verim

ozellikleri incelenmistir.
3.2.8. istatistiksel Analizler

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore, 3 yinelemeli olarak ve her
yinelemede 10 bitki olacak sekilde kurulmustur. ZYMV inokulasyon denemesi ise her
yinelemede 5 bitki olacak sekilde kurulmustur. Denemelerdeki her parselde yapilan
gbzlem, Ol¢iim ve analizlerden elde edilen verilerin ortalamalar1 alinarak istatistiksel
analize tabi tutulmustur. Varyans analizi SAS istatistik program ve prosediirleri
kullanilarak yapilmistir. Incelenen &zelliklere ait ortalamalar, %5 6nem seviyesinde
Asgari Onemli Fark (LSD: Least Significant Difference) testi ile karsilastirilmistir (Bek
ve Efe, 1989).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Kontrol ve ZYMV-CP Geni Aktarilmis Bitkilerin PCR ile Secilmesi ve
Southern Blot ile Teyit Edilmesi

Crimson Sweet kaynak bitkilerinden elde edilen genomik DNA kullanilarak
yapilan PCR testi, bitkilerin hi¢ birinde ZYMV-CP genin g¢ogaltilamadigmi, ancak
plazmitden ve pozitif oldugu bilinen 54 nolu karpuz hatti DNA’sindan ¢ogaldigini
gostermektedir (Sekil 4.1.).

CSK CSK CSK oCSK CSK CSK CSK CSK  CSK
68 9 1 25 b 3 ?

Sekil 4.1. Crimson Sweet Kaynak (CSK) ¢esidinde ZYMV-CP geninin bulunmadigini
gosteren PCR {iriiniine ait jel goriintiisii (54: pozitif karpuz hattt DNA’s1,
PLAZ: Plazmit DNA’s1)

Crimson Sweet transgenik T1 ve T2 bitkilerinden izole edilen DNA ile yapilan
PCR sonucunda, bazi bitkilerde ZYMV-CP geninin var oldugu bazilarinda ise
bulunmadigi saptanmustir (Sekil 4.2 ve Sekil 4.3.). PCR pozitif olan bitkiler se¢ilmis ve
gen aktarilmis bitki olarak kullanilmistir. T1 generasyonuna ait toplam 80 bitki
testlenmis ve bu bitkilerin 57 tanesi pozitif, 23 tanesi negatif olarak bulunmustur. T1
bitkileri arasinda 1260 baz ¢ifti uzunlugunda bant olusturan bitkilerin oraninin %71.25
oldugu belirlenmistir. Ki-kare testi sonucuna gore, aktarilan genin 3:1 oraninda agilim
gosterdigi saptanmistir (Pos=0.438). T2 generasyonuna ait toplam 60 bitki testlenmis
ve bu bitkilerin 50 tanesi pozitif, 10 tanesi negatif olarak bulunmustur. T2 bitkileri
arasinda 1260 baz ¢ifti uzunlugunda bant olusturan bitkilerin oraninin ise %83.33

oldugu belirlenmistir.
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MARKER nz(g':u'r CST1 CST2 CST3 CST4 CST5 54

ey ey v Jb—‘—-

Sekil 4.2. Gen aktarilmig Crimson Sweet hattinin T1 bitkilerinde (CST) ZYMV-CP
geninin PCR ile ¢ogaltilmasina ait jel goriintiisii (54: pozitif karpuz hatti
DNA’s1, PLAZ: Plazmit DNA’s1, ZER. KONT: Zerzuri kontrol DNA’s1)

Baz cifti

CST CST CST CST CST CST 54 PpLAZ. MARKER
30 2 70 81

79 6557

Sekil 4.3. Gen aktarilmis Crimson Sweet hattinin T2 (CST) bitkilerinde ZYMV-CP
genin PCR ile ¢ogaltilmasma ait jel goriintiisii (54: pozitif karpuz hatti
DNA’s1, PLAZ: Plazmit DNA’s1 ve CST 81 ile CTS 79 negatif, digerleri

pozitif)
Denenen enzimlerden Xbal enziminin, Ek 6’ya gore izole edilen karpuz
DNA’simm1 amaca uygun olarak kestigi i¢in bu enzimin Southern blot testinde

kullanilmasma karar verilmistir. Genomik DNA’nin enzimlerle Kkesilmesi sonucu

yapilan elektroforez jel goriintiisti Sekil 4.4°te verilmistir.
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CST CST CSK CSK
Xbal Bell Xbal Bcell NMarker

Baz cifti
23130

9416
6557

4361

Sekil 4.4. Kaynak (CSK) ve gen aktarilmis T2 (CST) generasyonu bitkilerinden elde
edilen genomik DNA’nin Xbal ve Bcll enzimleriyle kesildikten sonra %1°lik
agaroz jelindeki goriintiisti

Gergeklestirilen Southern blot testi sonucunda, Crimson Sweet kaynak cesit
DNA’smin ZYMV-CP probu ile hibridize olmadigi, ZYMV-CP geni aktarilan
transgenik Crimson Sweet T2 DNA’sinn ise 3 farkli yerde hibridize oldugu, dolayisiyla
ZYMV-CP genini farkli lokuslarda 3 kopya olarak tasidigi belirlenmistir (Sekil 4.5.).
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CST CSK
Xbal Xbal

Sekil 4.5. Kaynak (CSK) ve gen aktarilmig T2 (CST) bitki DNA’s1 ile yapilan Southern
blot testinin X-Ray filmindeki goriintiisii

4.2. Gen Aktarilmis ve Kaynak Genotiplerin ZYMV Bulastirilmadan

Karsilastirilmasi

Bu calisma kapsaminda 2 fakli donemde deneme kurulmustur. Yiiriitiilen ilk
denemede, denemenin belirli bir asamasmdan sonra giibrelemenin yapildig1 giin serada
elektrigin kesilmesiyle birlikte, aktif havalandirma fanlarinin ¢alismamasi nedeniyle
sera i¢i sicaklig1 yiikselmis ve bitkiler zarar gérmiistiir. Bu nedenle deneme daha sonra
tekrar edilmistir.

Ik denemede elde edilen verilerden sadece saglikli olanlar istatistiksel
analizlere tabi tutulmus ve sonuglar1 verilmistir. Gen aktarilmis T1 ve aktarilmamis
kaynak bitki kotiledonunda beneklenme, yaprak ayasinda kabarciklik ve beneklilik
olmadig1 gozlemlenmistir. Fideyle ilgili yapilan istatsitiksel analizlere gore, transgenik
(6.59 cm) olan bitki hipokotillerinin kaynak (5.40 cm) bitkilere kiyasla %18 daha uzun
oldugu bulunmustur (Cizelge 4.1.). Kotiledon sekli bakimindan ise genotipler
arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli ¢tkmamistir. Transgenik olan bitkilerin (1.47
cm), kaynak bitkilere (1.77 cm) oranla %16.95 daha diisiik kotiledon genisligine sahip
oldugu belirlenmistir. Ayrica, kaynak bitkiler (2.67 cm), transgenik bitkilere (2.23 cm)
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kiyasla 9%16.48 daha yiiksek kotiledon uzunlugu gostermislerdir (Cizelge 4.1.).
Onsinejad (1993), cam serada yaptigi ¢calismada Crimson Swwet ¢esidinin kotiledon
uzunlugunun 3.67 cm oldugunu saptamistir. Bu iki ¢aligma arasinda kotiledon uzunlugu
arasindaki fark, gdzlemlerin tohum ekiminden sonra farkli tarihlerde yapilmis

olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Cizelge 4.1. Ilk denemede, Crimson Sweet kaynak (CSK) ve ZYMV-CP geni aktarilmig
T1 (CST) genotiplerinin fide ile ilgili parametrelere ait ortalama degerleri

; Genotipler
Ozellikler LSD (%5)
CSK CST
Hipokotil uzunlugu (cm) 5.40b 6.59 a 0.708
Kotiledon sekli 1.75 1.58 OD
Kotiledon genisligi (cm) 1.77a 147D 0.140
Kotiledon uzunlugu (cm) 2.67 a 2.23b 0.334

Ayni satirda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark, %5 6nem diizeyinde
LSD testine gore onemlidir. OD: ortalamalar arasindaki fark 6nemli degil.

Govde kalinligi, govde uzunlugu, gévde bogum sayisi ve kol sayis1 bakimidan
genotipler arasindaki farklarin istatistiksel agidan 6nemli olmadigi saptanmustir (Cizelge

4.2).

Cizelge 4.2. 1k denemede, Crimson Sweet kaynak (CSK) ve ZYMV-CP geni aktarilmis
T1 (CST) genotiplerinin govde ve kol ile ilgili parametrelere ait ortalama

degerleri
B, Genotipler
Ozellikler LSD (%5)
CSK CST

Govde kalinligi (mm) 10.71 11.22 OD
Govde uzunlugu (cm) 420.79 413.54 OD
Govde bogum sayisi (adet) 31.27 29.79 OD
Kol sayis1 (adet) 6.36 6.88 OD

OD: ortalamalar arasindaki fark, %5 énem diizeyinde LSD testine gore dnemli degil.
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Ik denemede vyaprakla ilgili yapilan incelemede (Cizelge 4.3.), yaprak

ayasinda ikincil loblanma derecesi, yaprak ayasi uzunlugu, yaprak alani, yaprak sapi

uzunlugu bakimidan genotipler arasinda

istatistiksel

acidan Onemli

farklar

bulunmamustir. Transgenik bitkilerin yaprak ayasi genisligi (14.57 cm), kaynak (13.52

cm) bitkilerden %7.2 daha genis oldugu saptanmistir (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Ik denemede, Crimson Sweet kaynak (CSK) ve ZYMV-CP geni aktarilmus
T1 (CST) genotiplerinin yaprakla ilgili parametrelere ait ortalama degerleri

; Genotipler
Ozellikler LSD (%5)
CSK CST

Yaprak ayasinda ikincil loblanma derecesi 2.21 1.71 OD
Yaprak ayas1 uzunlugu (cm) 12.41 12.99 OD
Yaprak ayasi genisligi (cm) 13.52 b 14.57 a 0.835
Yaprak alani (cm?/bitki) 4762.70 2999.00 OD
Yaprak sap1 uzunlugu (cm) 8.88 8.67 OD

Ayni satirda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark, %5 6nem diizeyinde
LSD testine gore onemlidir. OD: ortalamalar arasindaki fark 6nemli degil.

Bitkilerde ¢igek ve yumurtalikla ilgili 6zellikler incelendiginde (Cizelge 4.4.),
ilk erkek cicegin olusum siiresi, ilk erkek cicegin olustugu bogum sayisi, ilk disi ¢icegin
olusum siiresi, ilk disi ¢igegin olustugu bogum sayisi, disi ¢igek tag yaprak yiiksekligi,
disi ¢igegin tac yapraginin ug sekli, erkek ¢icek tac yaprak genisligi, ¢igek tozu canliligi,
cicek tozu ¢imlenmesi, yumurtalik uzunlugu, genisligi ve tiylilik durumlari

bakimindan genotipler arasinda istatistiksel agidan dnemli farklilik bulunmamustir.

Cizelge 4.4. 1k denemede, Crimson Sweet kaynak (CSK) ve ZYMV-CP geni aktarilmis
T1 (CST) genotiplerinin g¢igeklerle ilgili parametrelere ait ortalama

degerleri
. Genotipler
Ozellikler LSD (%5)
CSK CST
[Ik erkek ¢icegin olusum siiresi (giin) 91.17 92.54 OD
[lk erkek ¢igegin olustugu bogum sayis1 (adet) 12.00 11.33 OD
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Cizelge 4.4. (Devam) ilk denemede, Crimson Sweet kaynak (CSK) ve ZYMV-CP geni
aktarilmig T1 (CST) genotiplerinin ¢igeklerle ilgili parametrelere ait

ortalama degerleri

I1k disi ¢icegin olusum siiresi (giin) 92.33 94.33 OD
I1k disi ¢icegin olustugu bogum says1 (adet) 15.67 15.00 OD
Disi cicek tag yaprak yiiksekligi (mm) 10.80 11.18 OD
Disi ¢igegin tag yapraginin ug sekli 2.42 2.15 OD
Erkek cigek tac yaprak genigligi (mm) 24.83 25.24 OD
Cigek tozu canhiligi (%) 93.37 95.30 OD
Cigek tozu ¢imlenme (%) 75.05 76.42 OD
Yumurtalik uzunlugu (mm) 3.25 3.44 OD
Yumurtalik genigligi (mm) 3.50 3.35 OD
Yumurtahkta tiiyliiliik 1.81 2.06 OD

OD: ortalamalar arasindaki fark, %5 6nem diizeyinde LSD testine gore dnemli degil.

Denemeye ait bitkilerde yas agirhk ve kuru agirlikla ilgili Ol¢iimlerin
istatistiksel analiz sonuglarina gore kaynak ve gen aktarilmis bitkiler arasinda 6nemli bir

fark olmadig saptanmustir (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5. 1k denemede, Crimson Sweet kaynak (CSK) ve ZYMV-CP geni aktarilmis
T1 (CST) genotiplerinin kuru ve yas agirlikla ilgili parametrelere ait
ortalama degerleri

Ozellikler Genotipler LSD (%5)
CSK CST
Kok yas agirligi (g/bitki) 32.61 22.45 OD
Yaprak yas agirlig (g/bitki) 154.04 92.07 OD
Yaprak haric siirgiin yas agirligi (g/bitki) 107.33 64.92 OD
Kok kuru agirlig: (g/bitki) 3.16 1.08 OD
Yaprak kuru agirhig: (g/bitki) 13.83 9.02 OD
Yaprak harig siirgiin kuru agirhg: (g/bitki) 8.33 5.16 OD
Toplam yas agirlik (g/bitki) 293.98 179.44 OD
Toplam kuru agirlik (g/bitki) 25.31 15.26 OD

OD: ortalamalar arasindaki fark, %5 &nem diizeyinde LSD testine gore dnemli degil.
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Ikinci doénem tekrar kurulan denemeye ait istatistiksel veriler asagida
sunulmustur. Kaynak c¢esit ile gen aktarilmis hattin T2 bitkierinde; kotiledonda
beneklenme, yaprak ayasinda kabarciklik, Yyaprak ayasinda beneklilik, meyve
kabugunda yivlilik, meyve kabugunda ¢izgililik, meyve kabugunda damarlilik, tohum
kabugunda ikincil renk, tohum hilumda Ieke, tohum kenarmda leke olmadigi
saptanmistir. Meyvenin meyve sapmna baglandigi yerin sekli yiizeysel, tohum
kabugunun zemin rengi kahverengi, ploidi diizeyi diploid, bitkinin ¢i¢ek yapisi monoik,
bitkinin gelisme tabiat1 kol atarak oldugu gézlem yapilarak belirlenmis ve kaynak gesit
ile gen aktarilmis hattin T2 bitkileri arasinda fark olmadig1 saptanmustir.

Ikinci denemede, transgenik (5.35 cm) olan bitkilerin kaynak (4.94 cm)
bitkilere gore %7.6 daha fazla hipokotil uzunluguna sahip oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.6.). Onsinejad (1993), cam serada yaptigi caligmada, Crimson Sweet
cesidinin hipokotil uzunlugunun 4.49 cm oldugunu belirlemistir.

Kotiledon sekli, genisligi ve uzunlugu bakimindan kaynak ve ZYMV-CP geni
aktarilmis T2 genotipleri arasindaki farkim, istatistiksel agidan ©Onemli olmadigi

belirlenmistir (Cizelge 4.6.).

Cizelge 4.6. Ikinci denemede, Crimson Sweet kaynak (CSK) ve ZYMV-CP geni
aktarilmig T2 (CST) genotiplerinin fide ile ilgili parametrelere ait
ortalama degerleri

; Genotipler
Ozellikler LSD (%5)
CSK CST
Hipokotil uzunlugu (cm) 4,94 b 5.35a 0.308
Kotiledon sekli 1.42 1.50 OD
Kotiledon genisligi (cm) 1.71 1.77 OD
Kotiledon uzunlugu (cm) 2.14 2.38 OD

Ayni satirda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark, %5 6nem diizeyinde
LSD testine gore dnemlidir. OD: ortalamalar arasindaki fark énemli degil.

Govde kalnhigi, govde uzunlugu, govde bogum sayisi ve Kol sayisi
bakimindan, kaynak ve gen aktarilmis genotipler arasinda istatistiksel agidan onemli

farklar bulunmamistir (Cizelge 4.7.).
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Cizelge 4.7. Ikinci denemede, Crimson Sweet kaynak (CSK) ve ZYMV-CP geni
aktarilmig T2 (CST) genotiplerinin gévde ve kol ile ilgili parametrelere
ait ortalama degerleri

; Genotipler
Ozellikler LSD (%5)
CSK CST
Govde kalmlhigr (mm) 8.49 8.75 OD
Govde uzunlugu (cm) 218.17 219.92 OD
Govde bogum sayisi (adet) 30.50 30.46 OD
Kol sayis: (adet) 11.38 10.92 OD

OD: ortalamalar arasindaki fark, %5 6nem diizeyinde LSD testine goére dnemli degil.

Yaprak ile ilgili yapilan gozlemlerden (Cizelge 4.8.) elde edilen sonuglara
gore; yaprak ayasinda ikincil loblanma derecesi, yaprak ayasi uzunlugu, yaprak ayasi
genisligi, yaprak ayasi rengi L*, a*, b*, C*, h° degerleri, yaprak alani, yaprak sapi
uzunlugu bakimmdan kaynak ve ZYMV-CP geni aktarilmis genotipler arasinda

istatistiksel agidan 6nemli farklar tespit edilmemistir.

Cizelge 4.8. Ikinci denemede, Crimson Sweet kaynak (CSK) ve ZYMV-CP geni
aktarilmig T2 (CST) genotiplerinin yaprakla ilgili parametrelere ait
ortalama degerleri

Ozellikler Genotipler LSD (%5)
CSK CST
Yaprak ayasinda ikincil loblanma derecesi 2.40 2.48 OD
Yaprak ayasi uzunlugu (cm) 11.18 11.18 OD
Yaprak ayasi genisligi (cm) 10.85 10.92 OD
Yaprak ayasi rengi L* degeri 42.42 42.16 OD
Yaprak ayasi rengi a* degeri -16.94 -17.18 OD
Yaprak ayasi rengi b* degeri 19.18 19.41 OD
Yaprak ayasi rengi C* degeri 25.62 25.94 OD
Yaprak ayasi rengi h° degeri 131.88 132.04 OD
Yaprak alan1 (cm?/bitki) 7500 4516 OD
Yaprak sap1 uzunlugu (cm) 6.96 7.04 OD

OD: ortalamalar arasindaki fark, %5 &nem diizeyinde LSD testine gore dnemli degil.
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Kaynak ve ZYMV-CP geni aktarilmis genotip bitkilerinde g¢igekle ilgili
ozellikler (Cizelge 4.9.) incelendiginde; ilk erkek cigegin olusum siiresi, ilk erkek
cicegin olustugu bogum sayisi, ilk disi ¢igegin olusum siiresi, ilk disi ¢igegin olustugu
bogum sayisi, disi ¢igek ta¢ yaprak yiiksekligi, disi ¢igegin tag yapraginin ug¢ sekli,
erkek cicek tag yaprak genisligi, cicek tozu canliligi, cicek tozu ¢imlenme orani,
yumurtalik uzunlugu, yumurtalik genisligi ve yumurtalikta tiiyliilliik durumu bakimimdan

s6z konusu genotipler arasinda farklilik bulunmamustir.

Cizelge 4.9. Ikinci denemede, Crimson Sweet kaynak (CSK) ve ZYMV-CP geni
aktarilmig T2 (CST) genotiplerinin ¢icekleriyle ilgili parametrelere ait
ortalama degerleri

Ozellikler Genotipler LSD (%5)
CSK CST
[Ik erkek ¢igegin olusum siiresi (giin) 32.25 32.29 OD
[1k erkek cicegin olustugu bogum sayis1 (adet) 10.33 11.00 OD
I1k disi ¢icegin olusum siiresi (giin) 32.96 33.21 OD
[1k disi ¢igegin olustugu bogum sayis1 (adet) 14.67 15.00 OD
Disi ¢icek tag yaprak yiiksekligi (mm) 10.70 10.90 OD
Disi ¢i¢egin tag yapraginin ug sekli 2.35 2.21 OD
Erkek ¢icek ta¢ yaprak genisligi (mm) 19.60 19.04 OD
Cicek tozu canhilig1 (%) 92.60 93.53 OD
Cigek tozu ¢imlenme orani (%) 68.12 78.57 OD
Yumurtalik uzunlugu (mm) 2.95 2.97 OD
Yumurtalik genisligi (mm) 3.40 3.43 OD
Yumurtalik tilyliiligii 2.08 2.13 OD

OD: ortalamalar arasindaki fark, %5 énem diizeyinde LSD testine gore dnemli degil.

Meyvelerle ilgili 6zelliklerden (Cizelge 4.10.) meyve kabuk kalinliginda
yapilan Ol¢timlerin istatistiksel analizi sonucunda, kaynak (7.79 mm) bitki meyvelerinin
transgenik bitki meyvelerine (7.17 mm) oranla %7.9 daha kalin kabuklu oldugu
belirlenmigtir. Derim olumunda meyve eti sertligi bakimmdan s6z konusu genotipler

karsilastirildiginda, kaynak (7.26 Newton) cesitte meyve eti sertliginin transgenik (7.75
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Newton) olan meyvelere gore %6.3 oraninda diisiik oldugu saptanmustir. Ancak, kaynak
(2.39 cm) bitki meyvelerinin transgenik bitki meyvelerine (2.13 cm) nazaran %10.8
daha uzun sapli oldugu bulunmustur. Kaynak bitki meyvelerinin (6.50 mm), transgenik
bitki meyvelerinden (7.26 mm) %210.4 oraninda daha kii¢ciik miihiir biiyiikligiine sahip
oldugu belirlenmistir. Transgenik bitkilerin meyvelerine (19.49) ait meyve et rengi a*
degerinin kaynak bitkilerin meyvelerine (18.02) goére daha yiiksek oldugu saptanmuistir.
Bu durum transgenik bitkilerin meyve et renginin daha kirmizi rekli oldugunu
gostermektedir. Kaynak bitkilerin meyvelerinin kabugundaki koyu yesil serit rengi
(-16.39) a* degeri transgenik bitkilerin meyvelerine (-17.82) kiyasla yiiksek
bulunmustur. Bu durum meyve kabuk koyu yesil serit rengi h® degeri ile beraber
yorumlandiginda kaynak bitkilerin meyve kabuk renginin daha yesil oldugunu
gostermektedir (Cizelge 4.10.). Yalgin-Mendi ve ark. (2009), transgenik Kirkagag 637
kavun ¢esidi ve kontrol bitkilerinde yapmis olduklar1 ¢alismada, kabuk kalinligi, meyve
sapinin boyu ve miihiir ¢ap1 bakimindan fark saptamamaslardir.

Dikim-meyve olgunluk siiresi, meyve sekli, meyve eni, meyve boyu, meyve
agirhigi, meyve kaide kisminin sekli, meyvenin meyve sapma yakin kisminin sekli,
meyvede tohum sayisi, meyve sap1 kalinligi, meyve sapmim meyveye baglandigi yerin
biiyiikliigii, tohum agirligi, ortalama tohum agirligi, meyve kabuk agik yesil serit rengi
L*, a*, b*, C*, h® degerleri, meyve kabuk koyu yesil serit rengi L*, b*, C*, h® degerleri
ve meyve et rengi L*, b*, C*, h° degerleri, titre edilebilir asit i¢erigi, SCKM ve meyve
suyu pH degeri bakimimdan genotipler istatistiksel agidan farkli bulunmamistir (Cizelge
4.10.). Fukuoka ve ark. (2009), karpuz meyvesinde 3 farkli film (polietilen, kizil 6tesi
1s1klar1 bloklayan ve siyah naylon tiil) ile yaptiklar1 calismada, meyve sicakligi arttikga
meyve bliylimesinin hizlandigin1 ancak seker igeriginin distiigiinii saptamislardir.
Yiiriittiiglimiiz ¢alismada benzer sekilde SCKM miktarinin diisiik ¢ikmasinin nedent,
meyve olgunluk ve hasat doneminde sera sicakliginin yiliksek olusundan kaynaklanmis
olabilir.

Yalgm-Mendi ve ark. (2009), transgenik Kirkaga¢ 637 kavun ¢esidi ile yapmis
olduklar1 ¢caligma sonucunda, meyve agirhgi, meyve ¢api, meyve yiiksekligi ve toplam
asitlik bakimindan farklilik tespit ederken, suda ¢oziinebilir kuru madde, L-askorbik
asit, malik asit, sitrik asit, sakkaroz, glikoz ve fruktoz agisindan istatistiki olarak fark

bulmadiklarini bildirmektedirler.
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Cizelge 4.10. ikinci denemede, Crimson Sweet kaynak (CSK) ve ZYMV-CP geni
aktarilmig T2 (CST) genotiplerinin olgunluk ve meyveler ile ilgili
parametrelere ait ortalama degerleri

Ozellikler Genotipler LSD (%5)
CSK CST

Dikim- meyve olgunluk siiresi (giin) 90.55 92.00 OD
Meyve sekli 2.52 2.65 OD
Meyve eni (cm) 13.24 13.24 OD
Meyve boyu (cm) 14.52 13.32 OD
Meyve agirhigi (kg) 1.42 1.24 OD
Meyve kaide kismmin sekli 3.67 3.77 OD
Meyvenin meyve sapina yakin kisminim sekli 3.54 3.69 OD
Meyve kabuk kalinligi (mm) 7.79a 7.17b 0.523
Derim olumunda meyve eti sertligi (Newton) 7.26 b 7.75a 0.037
Meyvede tohum say1s1 (adet) 66.86 46.02 OD
Meyve sap1 uzunlugu (cm) 2.39a 2.13 b 0.182
Meyve sap1 kalimligr (mm) 7.44 7.65 OD
Meyve sapinin meyveye baglandigi yerin

bﬁyfillﬁgiri) (mm) yVEye e sy 15.82 16.07 OD
Meyve miihiir bitytikligii (mm) 6.50 b 7.26 a 0.724
Tohum agirlig: (g) 0.30 0.31 OD
Ortalama tohum agirlig1 (mg) 29.57 28.32 OD
Meyve kabuk agik yesil serit rengi L* degeri 66.04 64.87 OD
Meyve kabuk agik yesil serit rengi a* degeri -16.27 -18.07 OD
Meyve kabuk agik yesil serit rengi b* degeri 26.06 28.27 OD
Meyve kabuk agik yesil serit rengi C* degeri 30.78 33.23 OD
Meyve kabuk agik yesil serit rengi h® degeri 122.00 122.62 OD
Meyve kabuk koyu yesil serit rengi L* degeri 41.65 41.23 OD
Meyve kabuk koyu yesil serit rengi a* degeri -16.39a | -17.82b 1.385
Meyve kabuk koyu yesil serit rengi b* degeri 20.90 23.25 OD
Meyve kabuk koyu yesil serit rengi C* degeri 26.58 29.30 OD
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Cizelge 4.10. (Devam) ikinci denemede, Crimson Sweet kaynak (CSK) ve ZYMV-CP
geni aktarilmis T2 (CST) genotiplerinin olgunluk ve meyveler ile ilgili
parametrelere ait ortalama degerleri

Meyve kabuk koyu yesil serit rengi h° degeri 128.49 127.67 OD
Meyve et rengi L* degeri 42.70 42.46 OD
Meyve et rengi a* degeri 18.02 b 19.49 a 0.672
Meyve et rengi b* degeri 14.94 16.00 OD
Meyve et rengi C* degeri 23.45 25.24 OD
Meyve et rengi h° degeri 39.44 39.20 OD
Titre edilebilir asit icerigi (%) 0.15 0.15 OD
SCKM (%) 7.17 7.62 OD
Meyve suyu pH degeri 5.14 5.16 OD

Ayni satirda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark, %5 6nem diizeyinde

LSD testine gore onemlidir. OD: ortalamalar arasindaki fark dnemli degil.

Kaynak ve ZYMV-CP geni aktarilmis genotip bitkilerinde yas agirhik ve kuru

agirhikla ilgili Ol¢timlerin istatistiksel analiz sonuglarmma gore genotiplerin farksiz

olduklar1 tespit edilmistir (Cizelge 4.11.).

Cizelge 4.11. Ikinci denemede, Crimson Sweet kaynak (CSK) ve ZYMV-CP geni
aktarilmig T2 (CST) genotiplerinin kuru ve yas agirhk ile ilgili
parametrelere ait ortalama degerleri

Ozellikler Genotipler LSD (%5)
CSK CST
Kok yas agirhig: (g/bitki) 29.70 33.45 OD
Yaprak yas agirlig1 (g/bitki) 157.36 135.55 OD
Yaprak harig siirgiin yas agirhig (g/bitki) 225.95 219.32 OD
Kok kuru agirhg: (g/bitki) 1.60 1.37 OD
Yaprak kuru agirlig: (g/bitki) 13.17 12.64 OD
Yaprak harig siirgiin kuru agirhg: (g/bitki) 13.47 12.20 OD
Toplam yas agirlik (g/bitki) 413.01 388.31 OD
Toplam kuru agirlik (g/bitki) 28.24 26.22 OD

OD: ortalamalar arasindaki fark, %5 &nem diizeyinde LSD testine gdre dnemli degil.
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Toplam verim (kg/m? ve Kkg/bitki) bakimindan kaynak ve ZYMV-CP geni
aktarilmig T2 genotipleri arasindaki fark, istatistiksel a¢idan Onemsiz bulunmustur

(Cizelge 4.12.).

Cizelge 4.12. Ikinci denemede, Crimson Sweet kaynak (CSK) ve ZYMV-CP geni
aktarilmig T2 (CST) genotiplerinin toplam verim ortalama degerleri

; Genotipler
Ozellikler LSD (%5)
CSK CST
Toplam verim (kg/m?) 1.90 1.68 OD
Toplam verim (kg/bitki) 1.42 1.26 OD

OD: ortalamalar arasindaki fark, %5 6nem diizeyinde LSD testine gore dnemli degil.

Kaynak ve ZYMV-CP geni aktarilmis T1 genotipleri ile yiiriitiilen ilk
denemede toplam 36 ozellik incelenmistir. Hipokotil uzunlugu, kotiledon genisligi,
kotiledon uzunlugu ve yaprak ayasi genisligi olmak iizere 4 tane Ozellik bakimindan
istatistik analiz sonucunda genotipler arasinda farklilik tespit edilmistir.

Kaynak ve ZYMV-CP geni aktarilmis T2 genotipleri ile yiiriitiilen ikinci
deneme kapsaminda toplam 88 6zellik incelenmistir. Hipokotil uzunlugu, meyve kabuk
kalmhigi, derim olumunda meyve eti sertligi, meyve sap1 uzunlugu, meyve miihiir
biiyiikliigii, meyve kabuk koyu yesil serit rengi a* degeri ve meyve et rengi a* degeri
olmak tizere 7 tane ozellik agisindan istatistiksel olarak farkli bulunmustur. Shewry ve
ark. (2007), genetigi degistirilmis bugday ve geleneksel yetistirilen bugday
genotiplerinin kompozisyon ve performanslarmin karsilastirilmasi amaciyla yirtittiikleri
calismada, transgenik ve kontrol hatlarin benzer 6zellik gosterdigini belirlemislerdir.
Geleneksel yetistirilen bugday g¢esitlerine esdeger genetigi degistirilmis bugday

hatlarinin gelistirilmesinin miimkiin oldugunu saptamiglardir.
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43. ZYMV-CP Geni Aktarilmis ve Aktarilmams Crimson Sweet
Genotiplerinin ZYMYV ile inokule Edilerek Kiyaslanmasi

Kurulan baska bir denemeyle ZYMV-CP genini tasiyan (PCR pozitif) bitkilerin
ZYMV Tirkiye izolatina karsi dayanikliligini belirlemek amaclanmistir. ZYMV
inokule edilen kaynak ve ZYMV-CP geni aktarilmis genotiplerde, yapilan istatistiksel
analiz sonuglarina gére, meyve et rengi L*, a*, b*, C* ve h® degerleri, titre edilebilir asit
icerigi, meyve suyu pH degeri, SCKM ve toplam verim ile ilgili 6zellikler agisindan,
kaynak ve gen aktarilmis bitkiler arasinda istatistiksel agidan genotipler arasinda

farklilik saptanmamustir (Cizelge 4.13.).

Cizelge 4.13. ZYMV inokule edilen Crimson Sweet kaynak (CSK) ve ZYMV-CP geni
aktarilmig T2 (CST) genotiplerinin, meyve et rengi, titre edilebilir asit
icerigi, meyve suyu pH degeri, SCKM ve toplam verim ile ilgili
parametrelerine ait ortalama degerleri

Ozellikler Genotipler LSD (%5)
CSK CST
Meyve et rengi L* degeri 40.35 36.30 OD
Meyve et rengi a* degeri 19.59 18.68 OD
Meyve et rengi b* degeri 16.54 15.92 OD
Meyve et rengi C* degeri 25.67 24.62 OD
Meyve et rengi h° degeri 40.16 37.81 OD
Titre edilebilir asit igerigi (%) 0.16 0.16 OD
Meyve suyu pH degeri 5.09 5.10 OD
Suda ¢oziilebilir kuru madde miktar1 (%) 6.99 7.19 OD
Toplam verim (kg/m) 2.13 1.66 OD
Toplam verim (kg/bitki) 1.60 1.24 OD

OD: ortalamalar arasindaki fark, %5 &nem diizeyinde LSD testine gore dnemli degil.

PCR ve Southern Blot testlerine gore T1 ve T2 generasyon bitkilerinin ZYMV-
CP genini tasidig1 belirlenmistir. Ancak yukarida belirtildigi gibi gen aktarilmig T2
generasyon bitkileri ile kontrol bitkilerinin ZYMV inokulasyonu yapildiktan sonra

benzer simptomlar1 gostermeleri ve incelenen 6zellikler bakimindan aralarinda 6nemli
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farkliliklarin  belirlenmemesi asagida belirtilen ihtimalleri olasi kilmaktadir. Bu
ihtimaller; izolatin saf olmamasi, mekanik inokulasyon, Amerika’daki ZYMV orjininin
farkliligi ya da genin; 1) Promoturun veya aktarilan T-DNA’nin metilasyonu, 2) T-
DNA’nin bitki genomu ile integrasyonu sirasinda eksik yerlesmesi, 3) Aktarilan gen ile
bitki genomunda bulunan diger genlerle etkilesim sonucu gen inaktivasyonu gibi

nedenlerden bir veya bir kagina bagli olarak ekspres olmadig1 varsayilabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bilimsel temele dayanmayan ancak son yillarda tiiketicilerde transgenik
iriinlere karst olusan endiselerin yerinde olup olmadigini belirlemek acisindan,
rekombinant DNA teknolojisi ile gen aktarma sonucu elde edilen transgenik hat/larin ve
gen aktarilmamis ayni1 ¢esitlerin morfolojik, pomolojik, biiyiime ve verim 6zelliklerinin
belirlenmesi, aralarinda gen profili degisimi bakimindan fark olup olmadiginin
saptanmasi biiyiikk onem arz etmektedir. Yirittigiimiiz ¢alisma kapsaminda kurulan ilk
denemeyle, ZYMV-CP geni aktarilarak elde edilen Crimson Sweet karpuz hattinin T1
ve T2 (CST) generasyonlari ile gen aktarilmamis ayni ¢esidin (CSK) bitkileri, ZYMV
bulastirilmadan belirtilen 6zellikler agisindan kiyaslanmasi ele almmustir. Yiriitiilen
deneme kapsaminda elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde 6zetlenmistir.

1. Kaynak ve transgenik genotiplerden izole edilen DNA ile yapilan PCR
sonucunda; kaynak bitkilerin  ZYMV-CP genini tagmimadigi ve T1
generasyonunda ZYMV-CP genini tasiyan bitkilerin oraninin %71.25, T2
generasyonunda ise bu oranin %83.33 oldugu belirlenmistir.

2. Crimson Sweet kaynak ve transgenik hattin T2 bitkilerinde, ZYMV-CP geninin
var olup olmadig1 Southern blot testi ile teyit edilmistir. Yapilan hibridizasyon
sonucunda, kaynak bitkilerin DNA’smin hibridize olmadigi, ZYMV-CP geni
aktarilan transgenik Crimson Sweet T2 DNA’smin ise 3 farkl yerde hibridize
oldugu, dolayisiyla geni 3 kopya olarak tasidigi belirlenmistir.

3. Bu ¢alismada, iki farkli tarihte T1 ve T2 bitkileriyle deneme gerceklestirilmistir.
Birinci ve ikinci denemede, transgenik olan bitkilerin hipokotil uzunlugunun
kaynak bitkilere kiyasla sirasiyla %18 ve %7.6 daha uzun oldugu saptanmistir.
T1 bitkileriyle gergeklestirilen denemede, kotiledon genisligi ve kotiledon
uzunlugu bakiminda transgenik bitkilerin kaynak bitkilere gore sirasiyla %16.95
ve %16.48 daha diisiik oldugu belirlenmistir. Transgenik bitkilerin yaprak ayasi
genisliginin, kaynak bitkilerden %7.2 daha genis oldugu saptanmigstir. T2
bitkileriyle kurulan denemede, meyve eti sertligi ve meyve miihiir bliylikligi
agisindan kaynak bitki meyvelerinin transgenik bitki meyvelerinden sirasiyla

%6.3 ve %10.4 daha diisiik degerlere sahip olduklar1 saptanmistir. Kabuk



S7

kalinligi ve meyve sap1 uzunlugu o6zelliklerinde, kaynak bitkiler transgenik
bitkilere oranla %7.9 ve %10.8 daha yiiksek degerler almislardir. Transgenik
bitkilerin meyvelerine ait meyve et rengi a* degerinin kaynak Dbitkilerin
meyvelerine gore daha yiikksek oldugu saptanmistir. Bu durum transgenik
bitkilerin meyve et renginin daha kirmizi renkli oldugunu gostermektedir.
Kaynak bitkilerin meyvelerine ait meyve kabuk koyu yesil serit rengi a* degeri
transgenik bitkilerin meyvelerine kiyasla yiiksek bulunmustur. Bu durum meyve
kabuk koyu yesil serit rengi h°® degeri ile beraber yorumlandiginda kaynak
bitkilerin meyve kabuk renginin daha yesil oldugunu gostermektedir.

4. Kurulan baska bir denemeyle, yapay inokulasyonla ZYMYV bulastirilan ZYMV-
CP genini tasityan ve tasimayan bitkiler, bazi kalite ve verim 0Ozellikleri
acisindan karsilastirilmistir. Bu denemeden elde edilen verilerin istatistik analiz
sonucuna gore, meyve et rengi, titre edilebilir asit icerigi, meyve suyu pH
degeri, SCKM ve toplam verim ile ilgili 6zellikler agisindan, kaynak ve gen

aktarilmis bitkiler arasinda istatistiksel agidan fark bulunmamuistir.

Kaynak ve ZYMV-CP geni aktarilmis T1 genotipleri ile yiiriitiilen denemede
toplam 36 Ozellik incelenmis ve yukarida belirtilen 4 6zellik bakimindan istatistiksel
acidan genotipler farkli bulunmustur. Kaynak ve ZYMV-CP geni aktarilmig T2
genotipleri ile yiiriitiilen deneme kapsaminda toplam 88 6zellik incelenmis ve yukarida
belirtilen 7 6zellik bakimindan genotipler arasinda farklilik saptanmistir. Daha saglikl
sonu¢ alabilmek amaciyla her iki donem kurulan denemelerde ortak incelenmeyen
Ozelliklerin daha sonraki ¢aligsmalarda tekrar edilmesi gerekmektedir.

Yiiriittiigiimiiz bu ¢alismanm, cam serada saksi denemesi olmasi ve sera {ist
havalandirmasimin 50 mesh’lik tiil ile kapali olmasina bagli olarak sera icinde ari
faaliyetinin ¢ok diisik olmasi nedeniyle, meyve olusumu konusunda sikintilar
yasanmistir. Bundan sonraki ¢alismalarda, boyle bir denemenin tiil sera (screenhouse)
kosullarinda ya da mesafe izolasyonu yapilmis tarla kosullarinda yiiriitiilmesinin meyve
olusumundaki  sikintiyt  ortadan  kaldirmast  nedeniyle fayda saglayacagi
diistiniilmektedir.

Yapay inokulasyonla ZYMV bulastirilan ZYMV-CP genini tasiyan ve

tagimayan bitkilerle yiriitiilen denemede, genotipler arasinda 6nemli farklar ¢itkmamast;
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izolatin saf olmamasi, mekanik inokulasyon, Amerika’daki ZYMV’ nin orjininin
farkliign ya da gen inaktivasyonu gibi nedenlerden kaynaklanabilecegi
varsayilmaktadir.

Kaynak ve ZYMV-CP geni aktarilmis T2 genotipleri ile yiiriitiilen deneme
kapsaminda toplam 88 6zellik incelenmis ve 7 6zellik bakimmdan genotipler arasinda
farklilik belirlenmistir. Elde edilen bu sonug¢ literatlir bilgileriyle uyum icindedir.
Genotipler arasinda olusan farkliliklarin bazilar1 olumlu bazilar1 olumsuz yonde
gerceklesmistir. Meyve miihiir bliylikliigii bakimindan, transgenik bitkiler daha yiiksek
deger alarak olumsuz yonde Ozellik gdstermistir. Ancak, transgenik bitki meyveleri
daha ince kabuk, sert meyve eti ve yiiksek meyve et rengi a* degeri olusturarak olumlu

yonde degisim gdstermistir.



59

KAYNAKLAR

Accotto, G.P., Nervo, G., Acciarri, N., Tavella, L., Vecchiati, M., Schiavi, M., Mason,
G., Vaira, A.M., 2005. Field evaluation of tomato hybrids engineered with
Tomato spotted wilt virus sequences for virus resistance, agronomic
performance and pollen-mediated transgene flow. The American
Phytopathological Society, 95(7):800-7.

Agarwal, PK., Agarwal, P., Reddy, MK., Sopory, SK., 2006. Role of DREB
transcription factors in abiotic and biotic stress tolerance in plants. Plant Cell
Reports, 25(12):1263-1274.

Anonim, 1998. Karpuz 6zellik belgesi. Resmi Gazete. 23491: 177.

Anonim, 2002. Tarimsal degerleri 6lgme denemeleri teknik talimati. Sebze II. tarim ve
koy isleri bakanhgi, koruma ve kontrol genel miidiirliigii, tohumluk tescil
ve sertifikasyon merkezi miidiirliigii, 21-24.

Anonim, 2010. Wikipedia ansiklopedi.
http://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCrkiye _n%C3%BCfusu#Demografi.
Erisim: 28 Mayis 2010.

Anonymous, 2003. Lycopene. Erisim: 22 May 2003 http://www.lycopene.org.

Anonymous, 2008. Minimum descriptors for Cucurbita spp., cucumber, melon and
watermelon.
www.ecpgr.cgiar.org/Workgroups/Cucurbits/Cucurbits_DescriptorLists.pdf.
Erisim: 03 Haziran 2010.

Anonymous, 2010. Watermelon Cultivars.
http://cuke.hort.ncsu.edu/cucurbit/wmelon/wmcultc.html. Erisim: 03Haziran
2010.

Batista, R., Saibo, N., Lourenc, T., Oliveira, M.M., 2008. Microarray analyses reveal
that plant mutagenesis may induce more transcriptomic changes than transgene
insertion. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 105(9):3641.

Bek, Y., Efe, E., 1989. Arastirma ve deneme metotlar1 I. Cukurova iiniversitesi
Ziraat Fakiiltesi ders kitabi, no:71. C.U Ziraat Fakiiltesi ofset ve teksir
atolyesi, 395s, Balcali/Adana.

Clough, G. H., and Hamm, P.B., 1995. Coat protein transgenic resistance to watermelon
mosaic and Zucchini yellow mosaic virus in squash and cantaloupe. Plant
Disease, 79:1107-1109.

Caligkan, AF., 2007. Kabak sar1 mozayik virlisii (Zucchini Yellow Mosaic Virus,
ZYMV)’ niin tanis1 ve bitki aktivatorleri kullanilarak miicadele olanaklarmin
arastirilmasi. CU Ziraat Fak. Bit. Koruma Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi,
106s.

Cetiner, S., 2004. Tarmmsal biyoteknoloji ve gida giivencesi:sorular ve oneriler. Modern
biyoteknoloji, genetigi degistirilmis organizmalar ve gida giivenligi
konferans notlar1 (GDO gercegi), 6 Aralik, 144s, Istanbul.

Ciirtik, S., Cetiner, S., Gaba, V., Yalgin-Mendi, Y., 2007. Bazi karpuz (Citrullus lanatus
(Thunb.) Matsum. & Nakai) ¢esitlerinin in vitro regenerasyonu ve genetik
transformasyonu ile bitki biyoteknolojisi Ogretiminin gelistirilmesi. DPT
Projesi no: 03K120860. Ara raporlar1.


http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=3ELAgggPHKdj2C2G73I&Func=OneClickSearch&field=AU&val=Agarwal+P&ut=000242150200001&auloc=2&fullauth=%20(Agarwal,%20Parinita)&curr_doc=3/10&Form=FullRecordPage&doc=3/10
http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=3ELAgggPHKdj2C2G73I&Func=OneClickSearch&field=AU&val=Reddy+MK&ut=000242150200001&auloc=3&fullauth=%20(Reddy,%20M.%20K.)&curr_doc=3/10&Form=FullRecordPage&doc=3/10
http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=3ELAgggPHKdj2C2G73I&Func=OneClickSearch&field=AU&val=Sopory+SK&ut=000242150200001&auloc=4&fullauth=%20(Sopory,%20Sudhir%20K.)&curr_doc=3/10&Form=FullRecordPage&doc=3/10
http://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCrkiye_n%C3%BCfusu#Demografi
http://www.lycopene.org/
http://www.ecpgr.cgiar.org/Workgroups/Cucurbits/Cucurbits_DescriptorLists.pdf
http://cuke.hort.ncsu.edu/cucurbit/wmelon/wmcultc.html

60

Ciurtik, S., Mese, E., 2009. Kabak sar1 mozayik viriisii kilif protein (ZYMV-CP) geni
aktarllan karpuz hatlarinin  kaynak ¢esitlerle karsilastirilmasi.  Bilimsel
Arastirma Projeleri (proje no: 09M012).

Dalal, M., Dani, R.G., Kumar, P.A., 2006. Current trends in the genetic engineering of
vegetable crops. Scientia Horticulturae, 107: 215-225.

Degirmenci, K., Giildiir, M.E., 2006. Hiyarlarda zucchini yellow mosaic viriis
(ZYMV)’in capraz koruma (cross protection) ile kontrolii. Bitki Koruma
Biilteni, 46 (1-4): 13-23.

Domingo, J. L., 2007. Toxicity studies of genetically modified plants: a review of the
published literature. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 47:721-
733.

EC, 2001, Directive 2001/18/EC of the European parliament and of the council of 12
March 2001 on the deliberate release into the environment of genetically
modified organisms and repealing Council Directive 90/220/EEC. Official
Journal of the European Communities, L106:1-39.

Eldogan, S., 2008. Karpuz (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum ve Nakai)’a vat (Aphis
gossypii’ye Dayaniklilik) geninin aktarilmasi ve transformasyon etkinliginin
arastirilmas1. CU Biyoteknoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, 69s.

Ertugrul, A., 2008. Tiirkiye’de GDO’lu iiriinlerin mevcut durumu. III. Tarimsal
biyoteknoloji kongresi.11 Eyliil 2008, Sabanci Universitesi, Tuzla, Istanbul.

Fang, G., Grumet, R., 1993. Genetic engineering of potyvirus resistance using
constructs derived from the Zucchini yellow mosaic virus coat protein gene. The
American Phytopathological Society, 358-367p.

FAO (Food and Agriculture Organization), 2010. FAOSTAT. Statistics database
(Agriculture data). http://faostat.fao.org. Erisim: 03 Haziran 2010.

Fuchs, M., Gonsalves, D., 1995. Resistance of transgenic hybrid squash ZW-20
expressing the coat protein genes of Zucchini yellow mosaic virus and
Watermelon mosaic virus 2 to mixed infections by both potyviruses.
Bio/technology, 13:1468-1470.

Fuchs, M., Gonsalves, D., 2007. Safety of virus-resistant transgenic plants two decades
after their introduction: Lessons from realistic field risk assessment studies.
Annual Review of Phytopathology, 45:173-202.

Fuchs, M., McFerson, JR., Tricoli, DM., McMaster, JR., Deng, RZ., Boeshore, ML.,
Reynolds, JF., Russel, PF., Quemada, HD., Gonsalves, D., 1997. Cantaloupe
line CZW-30 containing coat protein genes of Cucumber mosaic virus, Zucchini
yellow mosaic virus, and Watermelon mosaic virus-2 is resistant to these three
viruses in the field. Molecular Breeding, 3(4):279-290.

Fukuoka, N., Masuda, D., Kanamori, Y., 2009. Effects of temperature around the fruit
on sugar accumulation in watermelon (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. &
Nakai) during the latter half of fruit developmental period. Journal of the
Japanese Society for Horticultural Science, 78 (1): 97-102.

Garster, H., 1997. The potential role of lycopene for human health. Journal of the
American College of Nutrition, 16: 109-126.

Gusmini, G., Wehner, T.C., 2010. Extraction of DNA from watermelon leaves.
Watermelon crops information, cucurbit breeding.
http://cuke.hort.ncsu.edu/cucurbit/wmelon/wmhndbk/wmgsbdna.html.
Erisim: 03 Haziran 2010.

Giinay, A., 2005. Sebze yetistiriciligi, Cilt I. Meta basim evi, 502s, Izmir.


http://faostat.fao.org/
http://cuke.hort.ncsu.edu/cucurbit/wmelon/wmhndbk/wmgsbdna.html

61

Helms, C., 1990. Alkaline lysis minipreps of plasmit or cosmid DNA.
http://humgen.wustl.edu/hdk_lab_manual/plasmid/plsmid05.html.  Erisim:
03 Haziran 2010.

James, C., 2009. Global status of commercialized biotech/GM crops. International
Service For the Acquisition of Agri-biotech Applications, Briefs No: 41.

Johnson, S.R., Strom, S., Grillo, K., 2007. Quantification of the impactson us
agriculture of biotechnology-derived crops planted in 2006. National Center
For Food and Agricultural Policy, 1616P street NW Washington, DC 20036.

Karamanli, A., 2007. Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti (KKTC)’ nde kabakgil yetistirilen
alanlarda Hiyar mozayik viriisii (Cucumber mosaic virus, CMV) ve Kabak sar1
mozayik viriisii (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV) niin surveyi. CU Ziraat
Fak. Bit. Koruma Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, 86s.

Katis, N.I., Tsitsipis, J.A., Lykouressis, D.P., Papapanayotou, A., Margaritopoulos, J.T.,
Kokmis, G.M., Perdikis, D.CH and Manoussopoulos, I.N., 2006. Transmission
of Zucchini yellow mosaic virus by colonizing and non-colonizing aphids in
greece and new aphid species vektors of the virus. Journal of Phytopathology,
154, 293-302.

Levi, A., Thomas, C., 1999. An improved procedure for isolation of high quality DNA
from watermelon and melon leaves. Cucurbit Genetics Cooperative Report,
22:41-42.

Li, XQ., Stahl, R., Brown, GG., 1995. Rapid micropreps and mmipreps of T1 plasmids
and binary vectors from agrobacterrum-tumefaciens. Transgenic Research, 4,
349-351.

McGuire, R.G., 1992. Reporting of objective color measurements. HortScience,
27(12):1254-1255.

Onsinejad, R., 1993. Karpuzlarda erkenciligin kalitsal yapisi ile minimum gelisme
sicaklig1 ve etkili sicaklik toplamu istegi iizerine arastirmalar. CU Ziraat Fak.
Bahge Bitkileri Anabilim Dali, Doktora Tezi (Basilmamis), 376s.

Ozgen, M., Ertung, F., Kinac1,G., Yildiz, M., Birsin, M., Ulukan, H., Emiroglu, H.,
Koyuncu, N., Sancak, C., 2005. Tarim teknolojilerinde yeni yaklasimlar ve
uygulamalar: Bitki biyoteknolojisi. Tiirkiye ziraat miihendisleri VI. teknik
kongresi, 1. Cilt, 3-7 Ocak 2005, 315-346.

Perkins, V.P., 2005. Watermelon and human health. 3rd International Cucurbit
Symposium, 66s, Townsville-Australia.

Powel-Abel, P., Nelson, R.S., De, B., Hoffmann, N., Rogers, S.G., Fraley, R.T.,
Beachy, R.N., 1986. Delay of disease development in transgenic plants that
express tobacco mosaic virus coat protein gene. Science, 232: 738-743.

Proietti, S., Rouphael, Y., Colla, G., Cardarelli, M., Agazio, MD., Zacchini, M., Rea, E.,
Moscatello, S., Battistelli, A., 2008. Fruit quality of mini-watermelon as affected
by grafting and irrigation regimes. Journal of Science of Food and
Agriculture, 88:1107-1114.

Robinson, R.W., Decker-Walters, D.S., 1997. Cucurbits. CABI International, 217p.

Romessar, K., Peremarti, A., Gomez-Galera, S., Naqgvi, S., Moralejo, M., Munoz, P.,
Capell, T., Christou, P., 2007. Biosafety and risk assessment framework for
selectable marker genes in transgenic crop plants: a case of the science not
supporting the politics. Transgenic Research, 16:261-280.


http://humgen.wustl.edu/hdk_lab_manual/plasmid/plsmid05.html

62

Rothstein, S. J., Lahners, K. N., Lotstein, R. J., Carozzi, N. B., Jayne, S. M., Rice, D. A,
1987. Promoter cassetts, antibiotic-rresistance genes, and vectors for plant
transformation. Gene, 53: 153-161.

Sadler, G.O., 1994. Titratable acidity, chapter 6 (Ed: Nielsen SS.Introduction to the
Chemical Analysis of Foods), Jones and Bartlett Publishers, 81-91s, Borton,
USA.

Shewry, P.R., Baudo, M., Lovegrove, A., Powers, S., Napier, J. A., Ward, J.L., Baker,
J.M., Beale, M.H., 2007. Are GM and conventionally bred cereals really
different? Trends in Food Science & Technology, 18: 201-209.

Splittstoesser, WA., 1990. Vegetable growing handbook: organic and traditional
methods. Third edition, ITP international thomson publishing. 7625 Empire
Drive, 36s, Florence.

Summers, C.G., Stapleton, J.J., Newton, A.S., Duncan, R. A., and Hart, D., 1995.
Comparison of sprayable and film mulches in delaying the onset of aphid-
transmitted virus diseases in zucchini squash. Plant Disease, 79:1126-1131.

Sensoy S, A., Ercan, N., Ayar, F., Temirkaynak, M., 2003. Cucurbitaceae
familyasindaki bazi sebze tiirlerinde ¢icek tozlarinin bazi morfolojik 6zellikleri
ile canliliklarmin belirlenmesi. Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi,
16(1),1-6.

Trewavas, A., 2008. The cult of the amateur in agriculture threatens food security.
Trends in Biotechnology, 475-478.

TUIK, 2002-2006. TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu), http://www.tuik.gov.tr. Erisim:
03 Haziran 2010.

TUIK, 2010. TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu), http://www.tuik.gov.tr. Erisim: 03
Haziran 2010.

Wise, AA., Liu, Z., Binns, AN., 2006. Nucleic acid extraction from Aagrobacterium
strains. Methods in Molecular Biology, 343:67-76.

Yalgin-mendi, Y., Sari, N., Akyildiz, A., Solmaz, 1., Unek, C., Ozkaya, O., Serce, S.,
2009. Determination of gene escape and fruit quality characteristics in
transgenic melon (Cucumis melo L. var. inodorus). Turkish Journal Of
Agriculture And Forestry, 34:135-143.

Yardimmci, N., Korkmaz, S., 2004. Studies on spread and identification of Zucchini
yellow mosaic virus disease in the north-west mediterranean region of Turkey by
biological indexing and double-stranded RNA analysis. Plant Pathology
Journal, 3 (1): 1-4.


http://www.tuik.gov.tr/
http://www.tuik.gov.tr/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wise%20AA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Liu%20Z%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Binns%20AN%22%5BAuthor%5D

63

TESEKKUR

Yiiksek lisans tez konumun belirlenmesi, yiiriitiilmesi ve yazim asamasinda
yonlendirici katkilariyla destegini buldugum danisman hocam, saym Dog. Dr.
Sebahattin CURUK ’e tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar, arazi ¢aligmalarim ve tez yazim asamasinda, kisaca yiiksek lisans
egitimim boyunca, her anlamda tam destek aldigim fen bilgisi 6gretmeni sayn Ismail
HARNUBOGLU 'na tesekkiirlerimi sunarim.

ZYMV izolat1 teminini saglayan Cukurova Universitesi Bitki Koruma
Boéliimiinden saym Yrd. Dog. Dr. Muharrem Arap KAMBEROGLU na tesekkiirlerimi
sunarim.

[statistiksel analizlerim sirasinda ilgi ve goriislerini eksik etmeyen hocam sayin
Dog. Dr. Elif CANDIR’a tesekkiirlerimi sunarim.

Tez yazim asamasinda yardimini esirgemeyen hocam sayin Dog. Dr. Sedat
SERCE’ye tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisansim boyunca destegini gordiigiim sayin hocam Ars. Gor. Ercan
YILDIZ’a ve saym hocam Dr. Oguzhan CALISKAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

X-Ray filmlerinin goriintiilenmesi asamasinda, Ozveriyle yaklasan Hatay
Devlet Hastanesi Emar Merkezi ¢alisanlarindan radyoloji teknisyeni saymm Kenan
GORGEL’e tesekkiirlerimi sunarim.

Tez yazim asamasinda katkilarii esirgemeyen fen bilgisi 6gretmeni sayin Firat
DUMAN a tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismam sirasinda degerli katkilarimi esirgemeyen ingilizce 6gretmeni
saym Yeliz SONMEZ OZYURT a tesekkiirlerimi sunarim.

Tez caligmalarim sirasinda goriis ve katkilarmi esirgemeyen saym Ogretim
Gorevlisi Emre ILHAN a tesekkiirlerimi sunarim.

Egitimim sirasinda ve hayatimin her asamasinda maddi-manevi destek
saglayan, ¢cok sevdigim annem Besra MESE, babam Cetin MESE, kardeslerim Emre
MESE ve Beste MESE’ye sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



64

OZGECMIS

1984 yili Diyarbakir/Ergani dogumluyum. ilk, orta ve lise &grenimimi
Antalya’da tamamladim. 2003 yilinda girdigim Mustafa Kemal Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimiinden, 2007 yilinda Ziraat Miihendisi unvaniyla mezun
oldum. Ayni1 yil Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Anabilim

dalinda basladigim yiiksek lisans 6§renimimi tez yazim agamastyla siirdiirmekteyim.



65

EKLER

EK 1: Karpuzda az miktarda (miniprep) genomik DNA izolasyon protokolii

Kullamilan kimyasallar ve hazirlanmasi:

On izolasyon soliisyonu (250 ml): 85 ml steril ultra saf su, 6.25 g CTAB (Merck,
1.02342.0100), 70 ml 5 M NaCl, 25 ml 1 M Tris-Cl (pH: 8.5), 10 ml 0.5 M
ETDA (pH: 8) dereceli cam sisede yaklasik 2 saat boyunca g¢alkalandiktan
sonra, 1.25 g N-Lauroylsarcosine eklenerek tekrar karistirilmistir. 250 ml

olacak sekilde steril ultra saf su ile tamamlanmistir.

[zolasyon soliisyonu (6 6rnek i¢in): On izolasyon soliisyonu 10 dakika siireyle 60°C’de
bekletilmistir. 7.5 ml 6n izolasyon soliisyonu, 75 mg PVP (Sigma, PVP40) ve
75 mg ¢oziinmez PVP (Sigma, P6755) tiipe eklenip vorteks edilerek iyice
cOzlilmiigtiir. 10 dakika siireyle 60°C’de bekletilmis, 37.5 pul -
mercaptoethanol eklenerek 10-15 dakika siireyle 60°C’de birakilmistir (her

kullanim i¢in taze hazirlanmistir).

EDTA (0.5 M, pH:8): 186,1 g Na,ETDA.2H,0, 900 ml steril saf suda manyetik
karistiricidda karistirilirken, pH 8’e gelinceye kadar NaOH (yaklasik 20g)
eklenmis ve 1 litreye tamamlandiktan sonra otoklav edilmistir (ETDA, pH:8
oluncaya kadar tamamen erimeyecektir).

Tris-Cl (1M, pH:8.5): 121.1 g Tris base 800 ml steril saf suda eritilmistir. pH, konsantre
HCI ile 8.5’¢ ayarlanmis ve sivinin oda sicakligina gelmesi beklenmistir. 1

litreye tamamlanarak otoklav edilmistir.

Protokol:
Karpuz bitkisinde genomik DNA izolasyonu gergeklestirmek icin gerekli olan
kimyasallar hazirlandiktan sonra asagida sirasiyla belirtilen protokol uygulanmistir:

1. Denemedeki bitkilerden gen¢ yaprak Ornekleri almarak, -86°C’de muhafaza

edilmistir.
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-86°C’den ¢ikarilan yaprak ornekleri, sivi azotla 6giitiilmiis ve 100 mg yaprak
ornegi 1.5 veya 2 mililitrelik steril ependorf tiipe eklenmistir.

Hazirlanan izolasyon soliisyonundan 700 pl ¢ekilip, i¢cinde 6giitiilmiis yaprak
ornegi bulunan ependorf tiiplerine eklenmis ve kibarca vorteks edilmistir.
Tipler, 30 dakika siireyle 60°C’de bekletilerek, her 7 dakikada bir gii¢li bir
sekilde vorteks edilmistir.

Her tiipe 500 pl kloroform-isoamilalkol (24:1) eklenerek, sivi homojen oluncaya
ve renk agik yesile doniinceye kadar gii¢lii bir sekilde vorteks edilmistir. Hemen
ardindan tiiplin kapag1 acilarak tiipteki gazin ¢ikis1 saglanmis ve tiip tekrar
kapatilmistir.

Tiipler, 22°C’de 12500 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edilmis ve ¢okeltinin
iistiinde kalan s1v1 yeni bir steril tiipe aktarilmistir (yaklasik 500-550 pl).

Her bir tiipe 500-550 pl (ne kadar sivi gekildiyse) buz 1sisinda soguk isopropanol
(-20°C) eklenerek, kibarca karistirilmistir. Ardindan -20°C’de 20 dakika siireyle
bekletilmistir.

Daha sonra tiipler, 22°C’de 12500 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Cokeltinin istiinde kalan sivi drene edilip, DNA yumagma 500 pl %70’lik
etanol eklenerek yikanmustir.

Ardmdan tiipler, 22°C’de 12500 rpm’de 15 dakika siireyle santriftij edilmistir.
Cokeltinin iistiinde kalan sivi drene edilip, DNA yumagi1 oda sicakliginda ¢eker
ocakta yaklasik 15-20 dakika kurutulmustur. DNA yumagi 50 ul 0.1XTE
soliisyonunda ¢oziilmiistiir.

Ve 22°C’de 12500 rpm’de 5 dakika siireyle santriflij edilip, ¢Okeltinin iizerinde

kalan s1v1 yeni bir steril tiipe aktarilmistir.
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EK 2: Agrobacterium tumefaciens’ten plazmit izolasyon protokolii

Kullamilan kimyasallar ve hazirlanmasi:

Lysis Soliisyonu (10 ml): 2.0 ml 1 M NaOH ve 0.5 ml %20 SDS, 10 ml olacak sekilde
steril ultra saf su ile tamamlanmistir (her kullanim i¢in taze hazirlanmistir).

GTE Soliisyonu (100 ml): 2.27 ml %40°’lik steril glukoz, 2.0 ml 0.5 M EDTA (pH:8) ve
25 ml 1 M Tris-Cl (pH:8), 100 ml olacak sekilde steril ultra saf su ile
tamamlanmistir (filtre sterilizasyonu yapilarak +4°C’de muhafaza edilmelidir).

3 M Potasyum Asetat (100 ml): 60 ml 5 M potasyum asetat ve 11.5 ml glacial asetik
asit, 100 ml olacak sekilde steril ultra saf su ile tamamlanmistir (pH: 4.8
civarinda olmasi gerekiyor, filtre sterilizasyonu yapilarak +4°C’de muhafaza
edilmelidir).

Protokol:
Agrobacterium tumefaciens’ten plazmit izolasyonu gergeklestirmek i¢in gerekli
olan kimyasallar hazirlandiktan sonra asagida sirasiyla belirtilen protokol uygulanmistir:
1. 50 mg/L steril kanamycine i¢ceren LB ortaminda, 20-24 saat siireyle 28°C’de ve
200 rpm’de gelistirilmis bakteri kiiltiirinden 5 ml gekilip falkon tiipiine (50
ml’lik) eklenmistir.
2. Bakteri kiiltiirii, 22°C’de 10000 rcf’de 3 dakika siireyle santrifiij edilip, tstte
kalan sivi drene edilmistir.
3. Bakteri cokeltisinin tlizerine 1 ml buz soguklugunda GTE soliisyonundan
eklenerek, 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
4. Daha sonra her tiipe 2 ml Lysis soliisyonu eklenerek kibarca karistirilip, 15
dakika buz lizerinde bekletilmistir.
5. Ardindan 3 ml 3M potasyum asetat (-20°C’de 20 dakika bekletilmis) eklenerek
kibarca karistirilip, 30 dakika buz tizerinde bekletilmistir. 22°C’de 10000 rcf’de
5 dakika siireyle santriftij edilmistir (bu islem iki kez tekrar edilmistir).
6. Ustte kalan siv1 faz1 700’er pl olarak cekilip, Fermantasin K0502 nolu kitinin
kolon ve tiipiine eklenmis ve 22°C’de 12000 rpm’de ldakika siireyle santrifiij
edilmistir. Kolon tiiplinde biriken sivi drene edildikten sonra islem tekrar

edilmistir (Ustte kalan siv1 faz bitene kadar bu asama tekrar edilmistir).
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7. Fermantas’in kolon ve tiipiine 700 ul wash (yikama) soliisyonundan eklenerek,
22°C’de 12000 rpm’de 45 saniye siireyle santrifiij edilmistir (Bu yikama islemi
iki kez tekrar edilmistir). Kolon tiipiinden ¢ikarilarak yeni bir steril ependorf
tiipi i¢ine yerlestirilmistir.

8. Kolona 25 ul steril ultra saf su eklenerek, 2 dakika siireyle oda sicakliginda
bekletilmistir.

9. Ardindan 22°C’de 12000 rpm’de 2 dakika siireyle santrifiij edilip, kolon ¢ikarilip
atilmistir. Ependorf tiipte kalan DNA -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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EK 3: Agaroz jelden DNA izolasyon protokolii

Agaroz jelden DNA izolasyonu gergeklestirmek i¢in, Fermantas’in K0513 nolu

kiti kullanilmig ve asagida sirastyla belirtilen protokol uygulanmistir:

1.

10.

Jelden ZYMV-CP genini izole etmek i¢in s6z konusu gen, PCR ile
cogaltildiktan sonra agaroz jel elektroforez yapilmistir.

Jelde olusan 1260 baz ¢ifti civarindaki bant, UV altinda incelenmis ve bisturi
yardimiyla kesilip steril ependorf tiipe alinmistir.

Agaroz jelden kestigimiz jel dilimi agirhiginin 3 misli kadar binding soliisyonu
(baglama soliisyonu) (kitle gelen) eklenerek, 55°C’de 5 dakika siireyle
bekletilmistir.

DNA miktar1 2.5 pg’dan daha az ise her bir pg DNA i¢in Kitle gelen 5 ul silica
powder siispansiyonu eklenmistir.

55°C’de 5 dakika siireyle bekletilip, bekleme sirasinda her 2 dakikada bir vorteks
yapilmistir.

5 saniye siireyle mini spin yapilip, istte kalan sivi otomatik pipetle ¢ekilip
atilmastir.

500 ul buz soguklugunda (buz iizerinde 20 dakika bekletilmis) Kitle gelen
washing (yikama) soliisyonu eklenmistir. Kibarca vorteks yapilarak DNA’nin
tam olarak ¢Oziilmesi saglanmistir. 5 saniye siireyle mini spin yapilip, iistte
kalan sivi drene edilmistir. Burada belirtilen yikama islemi 3 kez tekrar
edilmistir.

DNA yumagi bulunan tiip 22°C’de 13000 rpm’de 30 saniye siireyle santrifiij
edilerek lstte kalan sivi otomatik pipetle ¢ekilip atilmistir. DNA yumagi 10-15
dakika siireyle ¢ceker ocakta kurumaya birakilmistir.

DNA yumagima ne kadar silica powder siispansiyonundan eklediysek o kadar
miktarda steril ultra saf su eklenerek ¢6ziilmiis, ardindan 55°C’de 5 dakika
stireyle bekletilmistir.

Daha sonra, 22°C’de 13000 rpm’de 30 saniye siireyle santrifiij edilip, iistte kalan
stvi (DNA) yeni bir steril ependorf tiipe alinmustir.

11. Az miktarda da olsa DNA yumagnin kaldig: tiip, tekrar ayn1 miktarda steril ultra

saf suda ¢oziiliip, 55°C’de 5 dakika siireyle bekletilmistir. 22°C’de 13000
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rpm’de 30 saniye siireyle santrifiij edilmis, istte kalan sivi (DNA) baska bir
steril ependorf tiipiine alinmistir.

DNA yumagi olan tiip 30 saniye siireyle santrifiij edilmis ve tistte kalan sivi bir
onceki steril ependorf tiipiin tizerine eklenmistir.

10 numarali asamada elde elden DNA yeterli ise sonraki islemlerde kullanilmak
tizere -20°C’de muhafaza edilmistir. Gerektiginde 11-12 numarali agamalarda
elde edilen DNA’nin konsantrasyonu yeterli ise kullanilabilmekte veya 10

numarali agamada elde edilen DNA tiipii ile birlestirilerek kullanilabilmektedir.
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EK 4: Agaroz jelden izole edilen plazmit DNA’sinin DIG high prime DNA labeling
and detection starter kit 11 (Roche, 11585614910) ile non-radyoaktif olarak

isaretlenmesi protokolii

DNA’nm, DIG high prime DNA labeling and detection starter kit 11 ile
isaretlenmesinde, asagida sirasiyla belirtilen protokol uygulanmistir:

1. DNA miktar1 16 pl’de 1 ug plazmit DNA’s1 olacak sekilde steril ultra saf su ile
seyreltilmistir.

2. Bu DNA tiipii 100°C su banyosunda 10 dakika siireyle bekletilmistir.

3. DNA tiipli hemen ardindan buz-su banyosuna almarak yaklasik 2 dakika
boyunca sogutulup (DNA denatiire edildi), mini spin yapilmistir.

4. Kitte bulunan 1 numaral tiip, parmakla hafif¢e vurularak iyice karistirilmis ve
denatiire edilen DNA tiipiine 4 pl eklenmistir. 1 saat ya da gece boyunca
37°C’de bekletilmistir (ideal bekleme siiresi 20 saattir). Daha sonra 37°C’de
bekletilmis olan DNA tiipii, 65°C’de 10 dakika siireyle bekletilerek reaksiyon

durdurulmustur.

Kit kullanilarak tarafimizdan isaretlenen plazmit DNA’s1 ile Kitle gelen isaretli
kontrol DNA’sindan 9 adet tiip DNA asagida belirtildigi oranlarda seyreltilerek pozitif

yiiklii naylon membrana 1 pl olarak damlatilmustir.

Kitte bulunan kontrol DNA’s1 i¢in:

Kontrol tiipti 1 (C1): 2 ul DNA (kitteki 2 numarali tiip) + 8 ul steril ultra saf su (1 ng-
DNA/ nl)

Kontrol tiipii 2 (C2): C1°den 5 ul (DNA) + 495 ul steril ultra saf su (10 pg-DNA/ pl)
Kontrol tiipii 3 (C3): C2’den 15 pl (DNA)+ 35 ul steril ultra saf su (3 pg-DNA/ pl)
Kontrol tiipii 4 (C4): C2’den 5 pl (DNA)+ 45 ul steril ultra saf su (1 pg-DNA/ pl)
Kontrol tiipii 5 (C5): C3’den 5 pl (DNA)+ 45 ul steril ultra saf su (0.3 pg-DNA/ pl)
Kontrol tiipii 6 (C6): C4’den 5 ul (DNA)+ 45 ul steril ultra saf su (0.1 pg-DNA/ pl)
Kontrol tiipti 7 (C7): C5°den 5 ul (DNA)+ 45 ul steril ultra saf su (0.03 pg-DNA/ pl)
Kontrol tiipii 8 (C8): C6’dan 5 ul (DNA)+ 45 ul steril ultra saf su (0.01 pg-DNA/ pl)
Kontrol tiipii 9 (C9): 50 ul steril ultra saf su (0 pg-DNA/ ul)
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Tarafimizdan isaretlanen plazmit DNA’s1 igin:

Plazmit tiipii 1 (P1): 2 pl isaretlenmis (yukarida belirtildigi gibi) DNA + 28 ul steril
ultra saf su

Plazmit tiipti 2 (P2): P1°den 5 ul (DNA)+ 495 pul steril ultra saf su
Plazmit tiipti 3 (P3): P2’den 15 pl (DNA)+ 35 pl steril ultra saf su
Plazmit tiipti 4 (P4): P2’den 5 ul (DNA)+ 45 ul steril ultra saf su
Plazmit tiipii 5 (P5): P3’den 5 ul (DNA)+ 45 ul steril ultra saf su
Plazmit tiipii 6 (P6): P4’den 5 pul (DNA)+ 45 ul steril ultra saf su
Plazmit tiipti 7 (P7): P5S’den 5 ul (DNA)+ 45 ul steril ultra saf su
Plazmit tiipii 8 (P8): P6’dan 5 pul (DNA)+ 45 ul steril ultra saf su
Plazmit tiipi 9 (P9): 50 ul steril ultra saf su

Plazmitten c¢ogaltilan ve yukarida belirtildigi gibi isaretlenen DNA’nin

isaretlenip isaretlenmedigini EK 5’de verilen protokol ile test edilmistir.
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EK 5: DIG ile isaretlenmis DNA’nin isaretleme etkinligini belirleme protokolii

Kullamilan kimyasallar ve hazirlanmasi:

Maleik Asit Soliisyonu (10X) (600 ml): 69.6 g maleik asit ve 52.56 g NaCl, 400 ml
steril ultra saf suda ¢oziilmiistiir. NaOH ile pH: 7.5’¢ ayarlanmis ve 600 ml
olacak sekilde steril ultra saf su ile tamamlanmustir (Stok olarak hazirlanmastir).

Washing (yikama) Soliisyonu (1 L): 100 ml Maleik asit soliisyonu (10X) ve 3 ml Twin-
20, 1 L olacak sekilde steril ultra saf su ile tamamlanarak hazirlanmistir.

Dideksiyon Soliisyonu (500 ml): 6.05 g Tris-HCI (0.1 M) ve 2.92 g NaCl (0.1 M), 400
ml steril ultra saf suda ¢oziilmiistiir. HCI ile pH: 9.5’¢ ayarlanmis ve 500 ml
olacak sekilde steril ultra saf su ile tamamlanmustir.

Bloklama Soliisyonu (40 ml): Kitte bulunan 6 numarali blok soliisyonu (10X) tiipiinden
4 ml ¢ekilmis ve tizerine 36 ml maleik asit (1X) soliisyonu eklenerek
hazirlanmistir (her kullanim i¢in taze hazirlanmistir).

Antibadi Soliisyonu (20 ml): Kitte bulunan 4 nolu antidioksijeni AP soliisyonundan 2 pl
¢ekilmis, steril ependorf tiipline bosaltilmis ve ardindan 19.998 ul bloklama

soliisyonunu eklenerek hazirlanmistir (her kullanim i¢in taze hazirlanmistir).

Protokol:

[saretlenmis DNA’nin pozitif yiiklii naylon membrana aktarilmasi icin, gerekli
olan kimyasallar hazirlandiktan sonra, asagida smasiyla belirtilen protokol
uygulanmistir:

1. 24 X 18 cm ebatlarinda pozitif yiliklii naylon membran kesilmistir. Seyreltilmis
kontrol DNA ve bizim isaretledigimiz plazmit DNA tiiplerinin her birinden 1ul
cekilerek sirasiyla membrana damlatilmistir.

2. Membran 80°C’ye ayarli etiivde 15 dakika siireyle bekletilip, Crosslinker’de
120000 pj/cm’ enerji uygulanmistir.

3. Cam bir kabin icine konulan membrana 20 ml maleik asit soliisyonundan
dokiiliip, 2 dakika boyunca 15-25°C’ye ayarl ¢alkalayicida ¢alkalanmustir.

4. Ardindan, yeni bir kaba alinan membrana 20 ml bloklama soliisyonu dokiiliip,

30 dakika boyunca 15-25°C’de ¢alkalanmustir.
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. Daha sonra yeni bir kaba alinan membrana 20 ml Kitle gelen antibadi soliisyonu
dokiiliip, 30 dakika boyunca 15-25°C’de c¢alkalanmaistir.

. Ve yeni bir kaba alinan membrana 10 ml washing (yikama) soliisyonu eklenip,
15 dakika boyunca 15-25°C’de galkalanmistir (Bu islem 2 kez tekrar edilmistir).
. Ardindan yeni bir kaba alinan membrana 20 ml dideksiyon soliisyonu eklenip,
3.5 dakika boyunca 15-25°C’de galkalanmustir.

. Kesilen naylon membrandan daha biiyiik ebatta plastik dosya kesilerek, naylon
membran plastik dosyanin arasina yerlestirilmistir. Burada DNA, st tarafa
gelecek sekilde membrana yerlestirilmistir. Kitte bulunan 5 nolu siseden 200 pl
cekilip, membranin ilizerine esit bir sekilde damlatilmistir. Hemen ardindan
plastik dosya kapatilip, hava kabarciklar1 ve fazla sivi disariya ¢ikarilmistir.
Membran 5 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilmistir.

. I¢inde membranm bulundugu plastik dosyanin etrafi hava almayacak sekilde
bantlanmustir. Isaretlenmis DNA’nin membrandaki gériintiisii X-Ray filmine

aktarilmistir.
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EK 6: Karpuzda ¢cok miktarda genomik DNA izolasyon protokolii

Kullamilan kimyasallar ve hazirlanmasi:

On izolasyon soliisyonu (250 ml): 6.25 g CTAB, 70 ml 5 M NaCl, 25 ml 1 M Tris (pH:

8.5), 10 ml 0.5 M ETDA’y1 dereceli cam sisede yaklasik 2 saat ¢alkalandiktan
sonra, 1.25 g N-Lauroylsarcosine eklenmis ve tekrar ¢alkalanmistir. 250 ml

olacak sekilde steril ultra saf su ile tamamlanmustir.

Izolasyon soliisyonu (2 &rnek i¢in): On izolasyon soliisyonu 10 dakika siireyle 60°C’de

bekletilmistir. 50 ml 6n izolasyon soliisyonu, 500 mg PVP ve 500 mg
¢oziinmez PVP steril bir tiipe eklenerek c¢oziilmiistiir. Ardindan 250 pl B-
mercaptoethanol eklenerek karistirilmis ve 10 dakika silireyle 60°C’de

bekletilmistir (her kullanim i¢in taze hazirlanmistir).

Protokol:

Karpuz bitkisinde ¢ok miktarda genomik DNA izolasyonu gerceklestirmek

icin, gerekli olan kimyasallar hazirlandiktan sonra, asagida sirasiyla belirtilen protokol

uygulanmistir:

1.

Denemedeki bitkilerden gen¢ yaprak ornekleri alinmis ve -86°C’de muhafaza
edilmistir.

-86°C’den ¢ikarilan yaprak 6rneklerinden 5 g tartilmis ve porselen havanda sivi
azotla 6giitiiliip, falkon tiipline konulmustur.

Hazirlanan izolasyon soliisyonundan 25 ml ¢ekilip, falkon tiipiine eklenmis ve
cok giiclii bir sekilde iyice homojen oluncaya kadar vorteks edilmistir.

60°C su banyosunda 10 dakikada bir c¢alkalanarak, 30 dakika stireyle
bekletilmistir.

Ardindan 25 ml kloroform eklenerek giiclii bir sekilde vorteks edilmis ve
kloroformun gazinin c¢ikmasi i¢in tiiplin agz1 acilip, daha sonra tekrar
kapatilmistir.

Ve 4°C’de 1200 rcf’de 5 dakika siireyle santriflij edilmistir.

Tiipler buzun iizerine yerlestirilmis ve iistte kalan siv1 yeni bir falkon tiipiine

alimmigtir. Ttplere 20 ml soguk isopropanol (-20°C) eklenerek kibarca ama iyi
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bir sekilde karistirilmistir. Hemen ardindan -20°C’de 20 dakika siireyle tiipler
bekletilmistir.

Daha sonra, 4°C’de 2200 rcf’de 15 dakika boyunca tiipler santrifiij edilmistir.
Tipler kibarca drene edilip, DNA yumagi 2000 ul TE soliisyonunda kibarca
¢coziilmiistiir (¢oziilmez ise 15-20 dakika siireyle 37°C’de bekletilebilinir). Her
bir mililitresi yeni bir steril ependorf tiipline aktarilmig ve her bir tiipe 10 pl
RNaseA eklenerek, cok kibarca karistirilmistir. Ardindan 37°C’de 1 saat stireyle
bekletilmistir.

Ve tiipler 22°C’de 12000 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edilmis ve {istte
kalan s1v1 yeni bir steril ependorf tiiptine alinmustir.

Her tiipe 500 pl kloroform eklenerek tiip tam olarak karistirilmastir.

12. Ardindan 22°C’de 12000 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edilmis ve lstte

kalan s1v1 faz1 yeni bir steril ependorf tiipe alinmistir.

13. Her tiipe ¢ektigimiz iist fazin miktarinin %10’u kadar 5 M NaCl eklenmistir.

14.

Cektigimiz list fazin miktarinin %40°1 kadar isopropanol eklenmis ve otomatik
pipetle kibarca karistirildiktan sonra 22°C’de (laboratuvar sicakliginda) 20
dakika bekletilmistir.

Tipler, 22°C’de 12000 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edilmis ve iiste kalan

sivi drene edilmistir.

15. Cokelen DNA yumagimma 1000 ul %100’lik soguk etanol (-20°C) eklenerek

DNA yikanmustir.

16. Ve 22°C’de 12000 rpm’de 3-4 dakika siireyle santrifiij edilerek tistte kalan sivi

tekrar drene edilmistir.

17. DNA tiipleri ¢eker ocakta 20 dakika boyunca kurumaya birakilmistir. DNA 200

ul 0.1X TE soliisyonunda ¢oziilmiistiir (¢6ziinmez ise 100°er pl eklenerek en

fazla 500 pul’ye ¢ikarilabilinir).
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EK 7: Cok miktarda genomik DNA’nin enzimlerle kesilmesi protokolii

Kaynak ve gen aktarilmis bitkilerden elde edilen 13-17 pg genomik DNA,
Xbal ve Sacl enzimleriyle Kkesilmistir. Ependorf tiipine alinan 13-17 pg DNA’ya
asagida belirtilen sekilde hazirlanan master mix soliisyonu eklenerek otomatik pipetle
hafifce karistirilmis ve ardindan 5 saniye siireyle mini spin yapilmistir. Enzim eklenen
DNA tiipleri 37°C’de 8 saat siireyle bekletilmistir. Kesme islemi iiriinlerinden 7 pl
kesilmis DNA (4-5 pg) 1X TAE soliisyonu ile 8 saat siireyle 30 voltta kosturularak
elektroforez kontrol jeli gergeklestirilmistir. Kesme isleminden kalan miktar (9-12 ug

DNA) ise, DNA’nin jelden pozitif yiikli membrana aktarilmasinda kullanilmistir.

Master Mix Soliisyonu (22.5 ul) hazirlama (1 tiip igin)
15.75 ul Steril ultra saf su
4.5 pl Buffer (enzimin)
2.25 pl Enzim
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EK 8: Vacuum blotter ile membrana DNA transferi ve hibridizasyon islemleri

protokolii

Kullanilan kimyasallar ve hazirlanmasi:

0.5 N NaOH (1L): 20 g NaOH, 1 L olacak sekilde steril ultra saf suda ¢oziilerek
hazirlanmstir.

0.25 N HCI (1L): 21 ml HCI (%37’1lik), 1 L olacak sekilde steril ultra saf su ile
tamamlanarak hazirlanmistir (taze hazirlanmalidir).

SSC (20X) (1L): 175.3 g NaCl ve 88.2 g sodyum sitrat, 800-900 ml steril ultra saf su
icinde ¢Oziilmiis ve pH: 7’ye 10 M HCI asitle ayarlanmistir. Ardindan 1 L’ye

tamamlanmis ve otoklav edilmistir.

Protokol:

Blotlama ve hibridizasyon islemleri igin gerekli olan kimyasal ¢6zeltiler
hazirlandiktan sonra, DNA transferi vacuum blotter ile asagida sirasiyla belirtilen
islemler yapilarak gerceklestirilmistir:

1. Enzimlerle kesilen 9-12 pg DNA, 1X TAE soliisyonu ile hazirlanan %1°lik
agaroz jelde 8 saat siireyle 30 voltta kosturularak elektroforez yapilmistir.

2. Kosma islemi biten jel, cam bir kabi i¢inde tlizeri kaplanacak miktarda steril saf
suda, 40-50 rpm’de 10 dakika siireyle ¢alkalanmuistir.

3. Agoroz jel hazirlanarak, jelde bulunan tarak bosluklar1 kapatilmistir.

4. 0.25 N HCl asit, jelin tizerine dokiilerek jel yikanmustir.

5. Cam bir kabmn iginde jel, tizeri kaplanacak miktarda 0.25 N HCI asitte 40-50
rpm’de calkalayicida 15 dakika siireyle ¢calkalanmistir.

6. Jel steril saf sudan 2 kez gegirilerek yikanmstir.

7. Daha sonra jel cam bir kabin i¢inde tizeri kaplanacak kadar 0.5 N NaOH
eklenmis ve 40-50 rpm’de 30 dakika siireyle calkalanmistir.

8. Jelin ebatlarindan 1 cm daha genis pozitif yiiklii naylon membran ve steril filtre
kagidi kesilmistir.

9. Cam bir kaba steril ultra saf su dokiilerek, membran 45°’lik bir aciyla yavasca
suya birakilarak islatilmigtir.

10. SSC (10X) soliisyonu ile hem membran hemde steril filtre kagidi 1slatilmustir.
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Islatilmig olan filtre kagidi, delikli vakum plakanin tam ortasina (ortasi kesilmis
plastik contanin hizasina gelecek sekilde) yerlestirilmistir.

Filtre kagidinin tam tizerine 1slatilmis membran yerlestirilmistir. Filtre kagidi ile
membranin arasinda olusan hava kabarciklar1 steril cam pipet yardimiyla

memranin lizerinde gezdirilerek alinmuigtir.

. Rezarvar yiiziigi 1slatilmis pecete ile nemlendirilmistir.

14.

Ortas1 kesilmis plastik conta, membran/filtre kagidinin iizerine kenarlar1 en az
0.5 cm kapatacak sekilde yerlestirilmistir. Olusan hava kabarciklar1 steril cam
pipet yardimiyla contanin lizerinde gezdirilerek alinmaistir.

Jel, ortasi kesilmis plastik contayr kapatacak sekilde kibarca yerlestirilmis
(Kuyular tist tarafa yonelmis bir sekilde) ve olusan hava kabarciklari steril cam
pipet yardimiyla jelin iizerinde gezdirilerek alinmigtir.

Cihazdaki vakum vanasit 5 ing’e ayarlanmistir (Basing 10 dakikada stabil
duruma gegtigi i¢in 10 dakika siireyle bosken ¢alistirilmistir).

1-1.5 L civarinda SSC (10X) transfer soliisyonu kibarca iist rezarvardan jel
kapanana kadar dokiilmistiir. Transfer islemi 90 dakika boyunca

gerceklestirilmistir.

Transfer islemi gercgeklestikten sonra jel, 0.5 pg/ml’lik ethidium bromide

cozeltisinde 30 dakika bekletilmis ve goriintiisii alinmustir. Jelde DNA bandmin

goriilmemesi transferin gerceklestiginin gostergesidir. Pozitif yiiklii naylon membran

SSC (2X) soliisyonunda 5 dakika siireyle bekletilmistir. Pozitif yiiklii naylon membran

2 adet steril filtre kagidi arasinda 80°C’ye ayarl etiivde 20 dakika boyunca bekletilmis

ve hemen ardindan crosslinker’de 120000 pj/cm? enerji uygulanmistir. Séz konusu

islemler gergeklestirildikten sonra asagida sirasiyla belirtilen hibridizasyon islemine

gecilmistir:

1.

2.

Kitte (Roche, 11585614910) bulunan 7 numaral dig hyb soliisyonundan 15 ml
cekilip falkon tiipline eklenmistir. 40°C su banyosunda 12 dakika siireyle
bekletilerek 6n hibridizasyon soliisyonu hazirlanmaigtir.

Membran rulo halinde firinlama sisesine yerlestirilmistir. Hazirlanan ©n
hibridizasyon sollisyonundan 10 ml almarak, firmmlama sisesinde bulunan

memranin tizerine dokiilerek, 30 dakika siireyle 44°C’ye ayarli hibridizasyon
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firmmda 14 rpm’de firinlanarak 6n hibridizasyon gergeklestirilmistir (100 cm?
membran i¢in 10 ml 6n hibridizasyon soliisyonu yeterlidir).
3. Daha onceden hazirlanan ve -20°C’de muhafaza edilen DIG ile isaretli DNA
probu, 100°C su banyosunda 5 dakika bekletilip, hemen ardindan buz-Su
banyosuna alinarak 2 dakika siireyle sogutularak prob denatiire edilmistir.
4. On hibridizasyon soliisyonundan 3.5 ml alinarak falkon tiipiine eklenmistir.
Uzerine denatiire edilen DNA probu eklenerek kibarca karistirilmistir (100 cm?
membran igin 3.5 ml 6n hibridizasyon soliisyonu yeterlidir).
5. Firimlama sisesinde membran iizerinde bulunan soliisyon drene edilmistir.
Hazirlanan DIG ile isaretli prob ve DIG hyb karisimi firinlama sisesinde
bulunan membran iizerine dokiilmistiir. 4 saat veya gece boyu 44°C’ye ayarl
hibridizasyon firmmda, 14 rpm’de ¢evrilerek hibridizasyon islemi
gergeklestirilmistir.
Not: Memrana dokiilen DIG ile isaretli prob ve dig hyb karigimi falkon tiipiine alinarak,
-15°C ile -25°C’de muhafaza edilerek baska bir hibridizasyon isleminde kullanilabilinir.
S6z konusu karigim kullanilmadan 6nce 68°C’ye ayarli su banyosunda 10 dakika
stireyle bekletilip, hemen ardindan 2 dakika siireyle buz-su banyosuna alinarak
sogutulup tekrar kullanima hazir hale getirilir.

Hibridizasyon asamasindan sonra, asagida belirtilen kimyasal soliisyonlar
hazirlanmis ve membran asagida belirtilen islemlere tabi tutularak, X-Ray filmiyle

goriintiisii alimmastir.

Kullanilan kimyasal soliisyonlar ve hazirlanmasi:

I. Wash (yikama) soliisyonu (60 ml): 6 ml SSC (2X) ve 0.3 ml SDS (%0.1), 60 ml
olacak sekilde steril ultra saf su ile tamamlanarak hazirlanmistir (her kullanim
icin taze hazirlanmistir).

Il. Wash (yikama) soliisyonu (40 ml): 1 ml SSC (0.5X) ve 0.2 ml SDS (%0.1), 40 ml
olacak sekilde steril ultra saf su ile tamamlanarak hazirlanmistir (kullanmadan
once 67°C’ye getirilmistir) (her kullanim i¢in taze hazirlanmigtir).

Maleik asit soliisyonu (10X) (600 ml): 69.6 g maleik asit ve 52.56 g NaCl, 400 ml steril
ultra saf suda ¢oziilmiistiir. NaOH ile pH: 7.5’¢ ayarlanmis ve 600 ml olacak

sekilde steril ultra saf su ile tamamlanmustir (stok olarak hazirlanmistir).
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Washing (yikama) Soliisyonu (1L): 100 ml 10X Maleik asit soliisyonu ve 3 ml Twin-
20, 1 L olacak sekilde steril ultra saf su ile tamamlanarak hazirlanmstir.
Dideksiyon Soliisyonu (500 ml): 6.05 g Tris-HCI (0.1 M) ve 2.92 g NaCl (0.1 M), 400
ml steril ultra saf suda ¢oziilmistiir. HCI ile pH: 9.5’e ayarlanmis ve 500 ml

olacak sekilde steril ultra saf su ile tamamlanmustir.

Bloklama Soliisyonu (190 ml): Kitte bulunan 6 numarali 10X blok soliisyonu tiipiinden
19 ml gekilmis ve tizerine 171 ml maleik asit (1X) soliisyonu eklenerek
hazirlanmistir (her kullanim i¢in taze hazirlanmistir).

Antibadi Soliisyonu (40 ml): Kitte bulunan 4 nolu antidioksijeni AP soliisyonundan 5 pl
¢ekilmis (iistten) ve steril ependorfla eklenmistir. Ardindan tizerine 39.995 ul
bloklama soliisyonunu eklenerek hazirlanmistir (her kullanim igin taze

hazirlanmistir).

Protokol:

1. Ek 8’de belirtildigi gibi hibridizasyon islemine tabi tutulan ve cam bir kabin
icinde yerlestirilen membrana 30 ml I. yikama soliisyonundan dokiilerek 5
dakika boyunca 15-25°C’ye ayarli ¢alkalayicida 20-30 rpm’de ¢alkalanmistir
(Bu islem 2 kez tekrar edilmistir).

2. Yeni bir kaba alinan membrana 15 ml II. yikama soliisyonundan dokiilerek
67°C’ye ayarh galkalamali su banyosunda 15 dakika boyunca bekletilmistir (bu
islem iki kez tekrar edilmistir).

3. Ardindan tekrar yeni bir kabin i¢ine alinan membrana 20 ml washing (yikama)
soliisyonu dokiilerek, 30°C’ye ayarli 40-50 rpm’de calkalayicida 4 dakika
boyunca ¢alkalanmustir.

4. Ve yeni bir kaba alinan membranin {izerine 150 ml bloklama soliisyonu
dokiilerek, 30°C’ye ayarli 40-50 rpm’de c¢alkalayicida 40 dakika boyunca
calkalanmustir.

5. Daha sonra, yeni bir kaba alinan membrana 40 ml antibadi soliisyonu dokiilerek,
30°C’ye ayarh 40-50 rpm’de ¢alkalayicida 30 dakika boyunca galkalanmistir.

6. Ve yeni bir kaba alinan membrana 100 ml washing (yikama) soliisyonu
dokiilerek, 30°C’ye ayarli 40-50 rpm’de c¢alkalayicida 20 dakika boyunca
calkalanmistir (Bu islem 2 kez tekrar edilmistir).
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Ardindan, yeni bir kaba alman membrana 40 ml dideksiyon soliisyonu
dokiilerek, 30°C’ye ayarli 40-50 rpm’de c¢alkalayicida 5 dakika boyunca
calkalanmustir.

EK 5°de belirtildigi gibi daha dnce hazirlanmis olan plastik dosyanin igine DNA
ist tarafa gelecek sekilde membran yerlestirilmistir. Kitte bulunan 5 nolu
siseden 1000 pl g¢ekilip, membranin lizerine esit bir sekilde damlatilmistir.
Hemen ardindan plastik dosya kapatilip, hava kabarciklar1 dosyadan disariya
cikarilmistir. Membran 5 dakika boyunca oda sicakhifinda bekletilmistir.
Ardindan plastik dosyanin icinde kalan fazla siv1 disartya ¢ikarilmustir. I¢inde
membranm bulundugu plastik dosyanin etrafi hava almayacak sekilde
bantlanmustir.

Plastik dosyanin i¢inde bulan membran 37°C’de 10 dakika siireyle bekletilmistir.
Membrandaki DNA goriintiisiinii alabilmek i¢in X-Ray filmi kullanilmustir.
Karanlik odada, film kasetinin i¢ine 6nce film {izerinede membran yerlestirilmis
ve 60 dakika bekletildikten sonra X-Ray film banyo cihazinda, film yikanarak

goriintiisii alimmastir.



