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Gen havuzunda bulunan yazlik kabak genotiplerinin
molekiiler karekterizasyonu ve bunlar arasindaki
akrabalik derecelerinin tespit edilmesi 1slah
programlar1 acisindan Onemlidir. Bu c¢alismanin
amact F1 hibrit kabak 1slah programlarinda
kullanilmak tizere Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma
Enstitiisii (ABKAE) gen havuzunda bulunan Zucchini
Yellow Mosaic Virusii (ZYMV)'ne tolerant hatlarin
molekiiler olarak uzaklik derecelerinin ortaya
¢ikarilmasidir. Calismada ZYMV'’ye tolerant 38 hatta
11 SRAP markir c¢ifti ile molekiiler karakterizasyon
yapilmistir. Benzerlik Indeksinden yararlanilarak
UPGMA metodu ile kiimeleme (Cluster) analizleri
yapilmis ve dendrogram elde edilmistir. Dendrogram
incelendiginde hatlarin birbirinden ayrildigi, hatlar
arasinda c¢esitliligin oldugu gorilmistiir. 38 adet
hattin genetik benzerlik diizeyi 0.63 ile 0.95 arasinda
degismistir. 0.74 benzerlik diizeyinde 5 ana grup
tespit edilmistir. Olusan 5 ana farkli heterotik grubu
temsilen secgilen hatlar ileride ZYMV’ye tolerant
yazlik kabak 1slahinda kullanilabilecektir.

Anahtar kelimeler: Yazlik kabak, ZYMV, molekiiler
karakterizasyon, SRAP

Determination of genetic diversity by SRAP
marker systems in tolerant to zuccuni yellow
mosaic virus in squash (Cucurbita pepo)

Abstract

Detection of the molecular characterization and
genetic neighborhood between squash genotypes in
the gene pool is important for breeding programs.
The aim of this study is to uncover the molecular
degree of the lines that is tolarant to ZYMV (Zucchini
Yellow Mosaic Virus), however this lines will be used
in F1 hybride squash breeding program in Alata
Horticultural Research Institute (ABKAEM). We
used 11 SRAP marker to screen 38 ZYMV tolerant
lines for molecular characterization. The UPGMA
method is used to make cluster analyses by utilising
smilarity index and a dendogram is created.
According to dendrogram we saw that the lines are
separating in each other and there is a significant
diversity among lines. Genetic similarity degree of
the 38 line is changing between 0.63 to 0.95. We
determined 5 main groups at 0.74 similarity degree.
This study may precipiate to squash breeding
program for the next studies with this characterized
lines choosen among this 5 main heterotic groups.

Key words: Squash, ZYMV, molecular

characterization, SRAP

Giris

Diinya kabak iiretimi yaklasik 25.2 milyon tondur.
Ulkemiz yaklasik 394 bin ton ile diinya iiretiminde
on ikinci sirada yer almaktadir (FAO, 2014). Tiirkiye
yazlik kabak tliretimi bolgelere gore ya acikta, ya da
ortiialinda  yapilmaktadir. Ortiialti  yetistiriciligi
genelde Akdeniz bélgesinde gerceklestirilmektedir
(TUIK, 2015).
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Yazlik kabak yetistiriciligindeki en biiylik sorun
Zucchini Yellow Mosaic Virusii (ZYMV) olarak
karsimiza c¢ikmakta ve ekonomik olarak o6nemli
zararlar olusturmaktadir. ilk kez Italya‘da rapor
edilen ZYMV’nin diinyanin bir¢ok ilkesinde
(Avusturalya, Fransa, Misir, Almanya, [srail, Japonya,
Urdiin, ispanya, Fas ve Tiirkiye) yaygin oldugu ve
zarar verdigi bildirilmektedir (Purcifull,1984).
Tiirkiye’de degisik bolgelerde yapilan calismalarda
kabakgil {retiminin yapildig1 yerlerde ZYMV’nin
yogun olarak bulundugu ve ciddi zarar olusturdugu
tespit edilmistir (Ozalp, 1964; Yilmaz ve Davis, 1985;
Ertung, 1992; Vargiin ve Ertung, 1994; Sar1 ve ark,,
1996; Ucar ve Ertung, 1998). Yetistiricilikte bu
virlise dayanikli/tolerant olan ¢esitler tercih
edilmektedir. Hibrit yazhik kabak ¢esitleri
gelistirilirken de ZYMV’ye dayanikli/tolerant olmasi
en oOnemli kriter olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Ancak iilkemizde ZYMV’ye dayanikli/tolerant
cesitlerin gelistirilmesi konusunda ¢ok az calisma
bulunmaktadir. Nacar ve ark. (2012a), 2008-2010
yillar1 arasinda Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma
Enstitiisi  (ABKAEM)'de yaptiklar1 ¢alismada;
iiretimi yaygin olarak yapilan ZYMV'’ye tolerant Otto
F1 hibrit cesidi donoér bitki olarak kullanilmis, Alata
6 ve Alata 50 adh iki saf genotipe ZYMV'ye
tolarantligl aktarmaya calismistir. Dort defa geriye
melezleme yapilmis, her geriye melezlemede
mekanik inokulasyon yontemi gercgeklestirilmis ve
iki genotipte ZYMV’ye tolarantlik elde edilmistir.

Nacar ve ark. (2011), ABKAEM gen havuzunda
bulunan 96 kabak hattin1 SRAP molekiiler markirlari
ile karakterize etmislerdir. Bu ¢alisma 96 adet yazlik
kabak hatti ile ytriitiilmiis ve 8 adet SRAP markiri
kullanilmistir. Toplam 34 bandin elde edildigi
calismada  bantlarin 13  adedi  polimorfik
bulunmustur. Genetik benzerliginin  0.84-0.99
arasinda oldugu kaydedilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda, 1slah programlari acisindan ABKAI
genetik koleksiyonlarinda bulunan kabak hatlari
arasinda kayda deger varyasyon bulundugu tespit
edilmistir. Nacar ve ark. (2012b), yazlik kabak 1slah
programlarinda kullanilmak iizere ABKAEM gen
havuzunda bulunan yazlik kabak hatlarin SRAP
molekiiler markirlari ile karakterize etmislerdir. PCR
calismalarinda bir ileri ve bir geri primer cifti birlikte
kullanildigindan o6ncelikle toplam 208 adet primer
kombinasyonu test edilmistir. 23 SRAP primer
kombinasyonu kullanilarak toplam 166 bant elde

edilmistir. SRAP analizlerinde benzerlik diizeylerinin
0.60 ile 0.99 arasinda dagildig1 ve 0.74 benzerlik
diizeyinde 7 ana grup tespit edildigi bildirilmistir.

Bu c¢alismadaki amacimiz Alata Bahge Kiiltiirleri
Arastirma Enstitiisi gen havuzunda bulunan ve
farkl projeler ile gelistirilen ZYMV'ye
dayanikli/tolerant 38 hattin, SRAP markirlar: ile
molekiiler Kkarekterizasyonunu yaparak uzaklik
derecelerinin ortaya cikarilmasi ve bu sonuglarin
1slah ¢alismalarinda kullanilmasidir.

Materyal ve Yontem

Bu calisma ile daha onceki yillarda ABKAEM gen
havuzunda bulunan ZYMV’ye tolerant 38 adet yazlik
kabak hatt1 kullanilmistir.

Arastirmada ZYMV’ye tolerant hatlarin molekiler
karakterizasyon calismalar1 ve 1slah ¢alismalarinda
kullanilmak iizere heterotik gruplarin olusturulmasi
yapilmistir.

DNA izolasyon Calismalari, Elektroforez ve Jel
Gorintiilleme Calismalar

DNA ekstraksiyonu i¢in her bir genotipe ait
bitkilerden yaklasik 20 g gen¢ yaprak toplanmistir.
Alata Bahge Kiiltlirleri Arastirma  Enstitiisi
Biyoteknoloji Laboratuvarina getirilen yapraklarin
mekanik parcalanmasi ‘Roller Press’ (Dayton Electric
Co. Illinois, USA) aleti ile gergeklestirilmistir. DNA
ekstraksiyonu Doyle ve Doyle (1990) yonteminden
modifiye edilmis CTAB protokoliine gore yapilmistir.
DNA ekstraksiyonunun akabinde SRAP primerleri
kullanilarak PCR islemi yapilmis, elde edilen PCR

tiriinleri jel elektroforezi (%21ik) ile
gorintilenmistir. Jel goruntilerinde bantlarin
skorlamalar1 var (1) ve yok (0) seklinde

degerlendirilmis ve primer kombinasyonlar1 igin
toplam bant sayist (TBS), polimorfik bant sayisi
(PBS) ve polimorfizm oranlar1 (%) belirlenmistir.

Calismada kullanilan SRAP primerlerinin
polimorfizm oranlar1 asagidaki formiilasyonla
belirlenmistir:

Polimorfizm Orami (%)=  (Polimorfik Bant

Sayisi/Toplam Bant Sayisi) x 100

istatiksel degerlendirme

Molekiiler karakterizasyon sonucu elde edilen
gozlemler rakamsal veriler halinde Microsoft Excel
programina girilmis ve bu kategorik degiskenlerde

Temel Koordinat Analizleri (PCoA) igin NTSYS-PC
paket programi kullanilmistir.



Oncelikle Jaccard (1908) yéntemi kullamlarak
benzerlik matriksi olusturularak UPGMA metodu ile
kiimeleme (Cluster) analizleri yapilmis ve
dendrogramlar elde edilmistir. Dendrogramlarin
benzerlik matriksini ne 6l¢lide temsil ettigi Mantel
Matriks Uyum Testi (Mantel’s
correspondence test) ile belirlenmistir (Mantel,
1967). Bu test sonucunda kofenetik korelasyon
katsayis1 (cophenetic correlation coefficient), r’,
degeri elde edilmistir.

matrix

Molekiiler karakterizasyon ve heterotik grup
olusturma ¢alismalar1

Molekiiler karakterizasyon ¢alismalarinda SRAP
teknigi kullanilmistir. Molekiiler karakterizasyon
calismalar1 ABKAE Biyoteknoloji Laboratuvarinda

gerceklestirilmistir. Arastirmada genotiplerin
akrabalik derecelerinin  belirlenmesi amaciyla,
genetik markirlardan faydalanilmis ve bu amacla
SRAP analizleri yapilmistir. Bu amagla daha 6nceki
calismalar sonucunda goriilen (Nacar ve ark., 2012b)
en iyi 11 adet SRAP primer cifti (Cizelge 1)
kullanilmistir.

Cizelge 1. Primer test calismalarinda iyi sonug veren ve tiim 6rneklerin ¢alisildig1 primer kombinasyonlari

Sira no SRAP primer kombinasyonlari Sira no SRAP primer kombinasyonlari
1 ME2-EM3 7 ME4-EM2
2 ME3-EM6 8 ME7-EM4
3 ME4-EM4 9 ME4-EM14
4 ME2-EM4 10 MES5-EM2
5 ME4-EM13 11 ME2-EM14
6 ME2-EM6
Bulgular az bant sayisi 2 bant ile ME4-EM4, ME4-EM13 ve
Cahsmada kullanilan 11 SRAP primer cift ME7- EM4 primer ciftlerinde goriilmistiir. En fazla

degerlendirildiginde; toplam 37 adet bant elde
edilmis (ortalama 3.36) ve bunlarin 36 adedi
polimorfik bulunmustur (ortalama 3.27). Primer
giftlerinin bant uzunluk araliklar1 340 ile 950 bp
arasinda degisiklik gostermistir. En fazla bant sayisi
6 bant ile ME3-EM6 primer ¢iftinde gorilmistiir. En

polimorfik bant sayilar1 6 bant ile ME3-EM6 primer
ciftinde gorilmiistiir. En az polimorfik bant sayisi
ME4-EM4, ME4-EM13 ME7-EM4  primer
ciftlerinde gorilmiistiir. Tim primer ciftlerinin
ortalama polimorfizm oram1 % 98.18 olmustur
(Cizelge 2).

ve

Cizelge 2. Calismada kullanilan yazlik kabak genotiplerine ait, her primer cifti icin, bant uzunluk araliklari
(bp), toplam bant sayisi, polimorfik bant sayisi ile polimorfizm oranlari

Primer Cifti ITBS 2PBS 3P0 (%) 4BUA (bp)(min-max)
ME2-EM3 5 4 80 540-940
ME3-EM6 6 6 100 340-820
ME4-EM4 2 2 100 900-930
ME2-EM4 3 3 100 620-850
ME4-EM13 2 2 100 980-910
ME2-EM6 3 3 100 510-910
ME4-EM2 3 3 100 830-950
ME7-EM4 2 2 100 810-930
ME4-EM14 4 4 100 550-890
ME5-EM2 4 4 100 590-880
ME2-EM14 3 3 100 610-910

Toplam 37 36
Ortalama 3.36 3.27 98.18

ITBS: Toplam Bant Sayisi, 2PBS: Polimorfik Bant Sayisi, 3PO: Polimorfizm Orani ve 4+BUA: Bant Uzunluk Oranlari

Calismada ZYMV’'ye tolerant 38 hatta SRAP
markirlari ile molekiiler karakterizasyon yapilmis ve
bu veriler Numerical Taksonomi Multivaryasyon
Analiz yontemiyle NTSYS-PC Versiyon 2.1 bilgisayar

paket programi kullanilarak analiz edilmistir.
Benzerlik indeksinden yararlanilarak UPGMA
metodu ile kiimeleme (Cluster) analizleri yapilmis ve
dendrogram elde edilmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. ZYMV’ye tolerant yazlik kabak hatlarinin arasindaki benzerlik korelasyon matriksi kullanilarak ve UPGMA
metoduna gore olusturulmus dendrogram.

ZYMV’ye tolerant 38 hattin molekiiler
karakterizasyon bulgulary, genotipler arasinda
cesitlilikler oldugunu gostermistir. Dendrogram

incelendiginde hatlarin birbirinden ayrildig1 ve
onemli gesitlilikler gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica
yazlik kabak hatlarinin temel bilesenler analizi (PCA)
ile elde edilen ti¢ boyutlu dizlem grafigi ve iki
boyutlu diizlem grafiginde de c¢esitlilik agikca
gorilmektedir (Sekil 2). Hatlarin genetik benzerlik

diizeyi 0.63 ile 0.95 arasinda degismistir. Mantel
testi sonucunda R degeri 0.73687 cikmistir. 0.74
benzerlik diizeyinde 5 ana grup tespit edilmistir.
Grup 1’de 5 hat (41, 50, 55, 48, 67) bulunurken, Grup
2’de 2 hat (45, 49), Grup 3’de 1 hat (57), Grup 4’de
28 hat ( 42, 46, 69, 61, 70, 58, 59, 60, 43, 44, 62, 51,
47, 63,71,77,74,75, 68, 78, 76,56, 53, 54, 66, 64,
72, 52), Grup 5de 2 hat (65, 73) oldugu tespit
edilmistir (Sekil 1).
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Sekil 2. ZYMV’ye tolerant yazlik kabak hatlarinin temel bilesenler analizi (PCA) ile elde edilen iki boyutlu diizlem ve ii¢

boyutlu diizlem grafigi.

Tartisma ve Sonug

Sonug olarak, bu calismada ABKAE gen havuzunda
bulunan ZYMV’ye tolerant 38 yazlik kabak hattinin
SRAP molekiiler karekterizasyonu yapilmistir. 0.74
benzerlik diizeyinde olusan 5 ana farkli heterotik
grup icerisinden bu gruplari temsilen segilen hatlar
ileride ZYMV’ye tolerant yazlik kabak i1slahinda
kullanilmak {izere sec¢ilmistir. Daha once yapilan
bircok c¢alisma da c¢alismamizi desteklemektedir
(Ferriol ve ark., 2004). SRAP analizleri sonucunda 11
primer kombinasyonu 148 bant olusturmus ve
bunlardan 98 adedi (% 62) polimorfik olarak tespit
edilmistir. inan (2008), farkli kabakgil tiirlerinin (C.
pepo, C. moschata ve C. maxima) molekiiler
karakterizasyonu i¢in 24 genotip kullanmistir.
Molekiler calismalarda sekiz SRAP (ME1, ME2, MES6,
MES8, EM1, EM2, EM3 ve EM6) primer kombinasyonu
kullanilarak toplam 71 bant elde edilmis ve bunlarin
da hepsi polimorfik bulunmustur. Nacar ve ark.
(2011), ABKAIM gen havuzunda bulunan 96 kabak
hattin1 SRAP molekiiler markirlar1 ile karakterize

etmislerdir. Yazlik kabak hatlari(96 adet) ile
ylriitiilen bu ¢alismada 8 adet SRAP (ME4, MES5,
ME6, ME7, ME8, EM1, EM2 VE EM3) markiri
kullanilmistir. Toplam 34 bandin elde edildigi
calismada bandlarin 13  adedi  polimorfik
bulunmustur. 96 adet yazlik kabak hattinin genetik
benzerligi 0.84-0.99 arasinda bulunmugtur. ABKAIM
genetik koleksiyonlarinda bulunan kabak hatlar
arasinda kayda deger varyasyon bulundugu tespit
edilmistir. Yine Nacar ve ark. (2012b), ABKAIM gen
havuzunda bulunan 59 kabak hattini SRAP
molekiiler markirlar1 ile karakterize etmislerdir.
Molekiiler karakterizasyon calismalarinda 23 adet
SRAP primeri ¢ifti kullanilmis, toplam 166 adet bant
elde edilmis, bunlarin 155 adedi polimorfik
bulunmustur. Tiim primer c¢iftlerinin ortalama
polimorfizm orani % 92.04 olmustur. Dendrogram
incelendiginde genotiplerin birbirinden ayrildig1
gorilmiistiir. 0.74 benzerlik diizeyinde 7 ana grup
tespit edilmistir. Genotipler arasinda o6nemli
cesitlilikler oldugu tespit edilmis ve bu da
calismamizi desteklemistir.
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