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Oz

Fusarium oxysporum f. sp. niveum (Fon) karpuzda ¢ok
onemli verim kayiplarina sebeb olmasina ragmen
patojenin 0 ve 1 irklarina dayanikh ticari gesitler
gelistirilmis fakat 2 ve 3 numarali irklarina dayanikli
ticari gesitler heniiz bildirilmemistir. Fon’a hassas saf
hat ile Fon'un 0, 1 ve 2 wrklarina dayanikli olan
PI296341 genitorii melezlenmistir. F1 hibritler
hassas ebeveyne geriye melezlenmis ve GM1F1‘ler
elde edilmistir. GM1F1, GM2F1, GM3F1 ve GM4F1'ler Fon
1 i¢in gelistirilen P-700 SCAR molekiiler markirina ait
primer ciftiyle taranmistir. Dayanikli markir bandi
veren bireyler kendilenmis ve geriye melezlemeleri
yapilmistir. Kendilenmis olan GM1F2, GM2F2, GM3F2 ve
GMa4F2'ler Fon 1’e kars: klasik testlenmistir. Klasik
testlemede de dayanikliligi dogrulanan bireylerin
geriye melezleri alinmistir. GMnF1 generasyonlarinda
markir testlemesi ve GMnF2 generasyonlarinda klasik
testleme yapilmistir. Sonu¢ olarak GMa4F2'lerin
Fusarium’'un 0, 1 ve 2 numarali irklarina karsi klasik
olarak testleme sonucunda 1rk 0 ‘a kars1 10 adet, irk 1
‘e kars1 39 adet ve 1irk 2’ ye kars1 7 adet dayanikl bitki
elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Islah, Citrullus lanatus, Fusarium
oxysporum f. sp. niveum

Development of watermelon lines resistant to
Fusarium oxysporum f. sp. niveum

Abstract

Although Fusarium oxysporum f. sp. niveum (Fon)
causes significant yield losses in watermelon,
cultivars resistant against races 0 and 1 have been in
use but for races 2 and 3 have yet to be developed.
Susceptible inbred line was crossed with P1296341,
resistant to races of Fon 0, 1, and 2. The Fls was
backcrossed to susceptible recurrent parent five
times. The BCiF1,.BC2F1, BC3F1, and BC4F1 were
genotyped using PO1-700 SCAR molecular marker
that was reported to be linked to Fon resistance. The
selected BC plants carrying the marker locus were
selfed to obtain BCnF2,. Selfed BC1F2, BC2F2, BC3F2 and
BCsF2 were inoculated with Fon 1. Finally, 10 resistant
plants for race 0, 39 resistant plants for race 1, and 7
resistant plants for race 2 were obtained from BC4F2,
respectively.

Key words: Breeding, Citrullus lanatus; Fusarium
oxysporum f. sp. niveum

Giris

Tiirkiye, 105 milyon ton olan Diinya karpuz
iiretiminin yaklasik 4 milyon tonunu karsilamakta
olup Cin’den sonra ikinci sirada yer almaktadir (FAO,
2012). Tirkiye karpuz iretimi bolgelere gore ya
acikta, ya da ortiialtinda yapilmaktadir. Agikta karpuz
iiretimi, agirlikli olarak Giineydogu Anadolu, Akdeniz
ve Trakya bolgelerinde gerceklestirilmektedir.
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Ortiialti  iiretimi  {ilkemizde sadece Akdeniz
bélgesinde gerceklestirilmektedir (TUIK, 2014).
Diinya ve Tiurkiye i¢in bu tiirde en 6nemli hastalik
Fusarium oxysporum f. sp. niveum’un neden oldugu
(Netzer, 1976; Martyn, 1985, 1987; Notz ve ark,
2002) Fusarium solgunlugu gelmektedir. Bu fungal
hastalik, tilkemizde karpuz iiretimini sinirlayan en
onemli unsurdur (Bora ve ark, 1994; Zhang ve ark,,

2005, Zhou ve ark., 2010).

Karpuzda Fusarium solgunluguy, ilk kez 1894 yilinda
Amerika’da kaydedilmistir. F. oxysporum f. sp. niveum
patojeninin olusturdugu hastalik siddeti c¢esitlilik
gostermesine ragmen, irklarin farkhiliklar1 son 70
yilda tespit edilmistir. Glinlimiizde F. oxysporum f.
sp.niveum ‘un 0, 1, 2 ve 3 nolu olmak tizere dort irki
karakterize edilmistir (Martyn ve Netzer, 1991;
Netzer, 1976; Netzer ve Martyn, 1989, Zhou ve ark,,
2010). “Irk 0 ve 17, ilk kez 1963 yilinda, “irk 2” 1973
yilinda, 1rk 3 ise 37 y1l sonra tanimlanmistir (Zhou ve
ark., 2010). Fon’'un 0 ve 1 irklarina dayanikl ticari
cesitler olmasina ragmen, 2 ve 3 numaral irklarina
dayanikh ticari cesitler bulunmamaktadir. Bir¢ok
yerde en yaygin olani “irk 1” olmasina ragmen, irk
2’nin de hizla yayildig1 gézlenmektedir (Zhou ve ark,,
2010). Fon'un 2 nolu 1rky, irk 0 ve 1’den ¢ok daha
oldiriicidiir ve  biitin  karpuz  c¢esitlerini
hastalandirir. Fon toprak kokenli bir hastalik
olmasinin disinda, tohumla tasinabilen bir hastaliktir
(Michail ve ark. 2002; Boughalleb ve El Mahjoub,
2007).

Konuk¢u dayanikliliginin uzun sireli kahciligi ve
etkililigi, bliyiik oranda patojenin fizyolojik irklarinin
yayginligina ve topraktaki populasyon diizeylerine
baghdir (Martyn ve McLaughlin, 1983; Martyn, 1996;
Bruton ve Damicone, 1999). Ticari karpuz
tarlalarinda F. oxysporum f.sp. niveum’un 1rklar1 ve
inokulum  yogunluklarinin  bilinmesi, karpuz
Fusarium solgunlugunun miicadelesinde, daha etkili
bolgesel hastalik miicadele yontemlerinin
gelistirilmesini kolaylastirabilmektedir (Zhou ve
Everts, 2003). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda, F.
oxysporum f. sp. niveum'un her 3 irkinin da Ege ve
Akdeniz bolgelerinde var oldugu saptanmistir (Filiz
ve Turhan, 1991; Yiicel ve ark. 1997). Yapilan bir
calisma ile Kkarpuzlarda Fusarium solgunlugu
hastaliginin yayginliginin Adana’da %51.5, Mersin’'de
%42.1 oraninda oldugunu belirlenmistir (Kurt ve
ark., 2005). Hastaliklarla miicadelede kiiltiirel ve
kimyasal miicadele yontemleri uygulanabilmektedir.
Giliniimiizde bu hastaligin kontrolii i¢in onerilen

fumigasyon (Hopkins ve Elmstrom, 1974; Gonzales-
Torres ve ark., 1993), ekim nobeti (Hopkins ve
Elmstrom, 1984), toprak solarizasyonu (Martyn ve
Hartz, 1986; Gonzales-Torres ve ark, 1993) ve
biyolojik kontrol (Martyn ve ark., 1991; Bora ve ark,,
1994) gibi hastalikla miicadele yontemleri ile
karsilastirildiginda, dayanikli gesit yetistiriciligi, en
etkili ve yaygin bir metot olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Ancak Fusarium fungusu toprakta uzun
yilar canli kalabildiginden dolay1 dayanikli cesit
kullanimi  disindaki yontemler Kkesin ¢dziim
olmamaktadir. Karpuzda Fusarium solgunluguna
karsi en etkili, pratik ve ekonomik kontrol metodu,
solgunluga karsi dayanikh gesitlerin gelistirilmesi ve
kullanilmasidir. Bu ¢alismadaki amag¢ da Fusarium
solgunluguna dayanikli olabilecek  hatlarin
gelistirilmesidir.

Materyal ve Yontem

Arastirma Mart 2011-Temmuz 2014 yillar1 arasinda,
bir yil igerisinde iki yetistirme doéneminde
gerceklestirilmistir. Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma
Enstitiisi. (ABKAE) gen havuzunda bulunan
Fusarium’a hassas olan saf hat ana ebeveyn ile
Fusariumun 0, 1 ve 2 irklarina dayanikli olan
PI296341 genitoric melezlenmis ve F1l'ler elde
edilmistir. Hassas ebeveyn ile F1 hibritler
melezlenmis, GM1F1‘ler elde edilmistir. GM1F1'ler 1:1
torf ve perlit karisimindan olusmus viyollere ekilmis
ve fide asamasinda alinan yaprak oOrneklerinden
CTAB metoduna gore (Doyle ve Doyle, 1990) DNA
izolasyonu yapilmis ve Fon 1 igin gelistirilen P-700
SCAR (5-GTAGCACTCCAACATTTATTCTAATTC ve 5-
GTAGCACTCCCAACTCATACAAAT) molekiiler
belirtecine (marker) ait primer ciftiyle (Xu ve ark.
1999) taranmistir. PCR kosullarnt 25 pL’lik tiip
icerisinde 1X PCR buffer (20 mM NaCl, 50 mM Tris-
HCI pH 9, %1 Triton-X-100, %0.01 gelatin), 1.6 mM
MgCl2, 0.2 mM dNTP, 0.2 uM her primerden 1 {inite
Taq DNA Polymerase, ve 25 ng DNA yer almistir.
Reaksiyon 92°C 60 s denatiirasyon, 45 déngii 94°C 45
s, 62°C’de 70 s, 72°C’de 120 s olacak sekilde Techne
Thermocycler (Bibby Scientific Pico Technology Ltd.)
cihazinda gerceklestirilmistir. PCR iirtini %1.4'lik
agaroz jel icerisinde elektroforezde ytriitiilmiis ve
0.5 mg/ml etidium bromide ¢dzeltisi ile boyandiktan
sonra UV goriintileme cihazinda goriintilenmistir
(Gel Logic 200, Kodak Imaging System). Bant verenler
seraya dikilmistir. Seraya dikilen GM1F1'ler ile hassas
olan ebeveyn melezlenmis ve GM:Frler elde
edilmistir. Aym
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zamanda GMiFi:'ler kendilenmis ve GMiFz'ler elde
edilmistir. Morfolojik 6zelliklerine gore secilen 10
adet GM1F2’lerden 20 adet tohum ekilmis ve Fon 1’e
karsi klasik testlenmistir. Klasik testlemede dayanikli
¢ikanlarin GM2F1’lerinden alinan 6rnekler Fon 1 igin
gelistirilen P-700 SCAR molekiiler markirina ait
primer ciftiyle taranmistir. Bant verenler seraya
dikilmistir. Seraya dikilen GM2zF1’ler ile hassas olan
ebeveyn ile melezlenmis ve GMsF1'ler elde edilmistir.
Ayni zamanda GMzFi'ler kendilenmis ve GM:zF2'ler
elde edilmistir. Bunlardan morfolojik olarak ana
ebeveyne benzeyen bitkiler secilmistir. Segilen
GM:zF2'ler Fon 1 ve Fon 2’e karsi klasik testlenmistir.
Klasik testlemede dayanikl ¢ikanlarin
GMsF1'lerinden alinan 6rnekler Fon 1 icin gelistirilen

P-700 SCAR molekiiler markirina ait primer ciftiyle
taranmistir. Bant verenler seraya dikilmistir. Seraya
dikilen GMsFi'ler ile hassas olan ebeveyn ile
melezlenmis ve GMasFi'ler elde edilmistir. Ayni
zamanda GMsF1'ler kendilenmis ve GMsF2'ler elde
edilmistir. Bunlardan ana ebeveyne benzeyenler
secilmistir. Ayn1 yontem tekrar edilerek bant verenler
seraya dikilmis ve seraya dikilen GM4F1’ler ile hassas
olan ebeveyn ile melezlenmis ve GMsFi'ler elde
edilmistir. Ayn1 zamanda GM4F1'ler kendilenmis ve
GMa4F2'ler elde edilmistir. Ayni yontem tekrar edilmis
ve en son olarak GMsF1'ler ve GM4F: ler Fusarium’un
0, 1 ve 2 numarali irklarina karsi klasik olarak
testlenmistir (Sekil 1).

Ana Ebeveyn
(Hassas)

Baba Ebeveyn
(0,1,2"ye Dayanikh )
( PI1296341 )

Ana Ebeveyn
(Hassas)

&
l

[omF | —>

Tohum ekimi, fidelikten alinan orneklerin markorler ile

taranmasi
GMFy ~<F—m ;—
1oMF; g — P Ana x 1GMF, TChF,
M7, o 2 »| Anax2cmF,  q20mF,
GMF, =i 3 | anaxIGMF, 4 36MF, Ko
AGM,F, 4’..-{ & > Ana x 4GM,F, 1 4GM,F,
100G, e 100 »|  Ana x 100GMF, =[100GM,F

A 4

Anaya benzeyenlonn segimi
segienkom Fon 1'e karg kissik

Molokiler tesfemne sonucu bant verenier

wstanmesi, dayankh-loBrant

Gan GM,Flann GM,F,lannin
ainmasi

Sekil 1. Yontemin sematik gosterimi.
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Klasik Testleme

F.oxysporum f.sp. niveum’'un 0, 1 ve 2 nolu 1rklarim
kullanarak yapilan inokulasyon calismasinda
inokulasyon metodu olarak, Larkin ve ark. (1990)
tarafindan gelistirilen metod ile Latin ve Snell (1986)
tarafindan gelistirilen pipet metodu kullanilmistir.
Inokulum hazirhgi icin her bir irka ait izolatin tek spor
kiilturi, oda sicakliginda 12 saat periyodunda 5-6 giin
stireyle 128 rpm’de calisan calkalayicida sivi mineral
tuz ortaminda (Netzer, 1976) gelistirilmistir. Elde
edilen kiltir, 4 kath tilbentten stuzilerek her bir
kiiltur icin spor siispansiyonu elde edilmistir. Bu spor
slispansiyonu, hemacytometer yardimiyla 106
konidi/ml'ye ayarlanmistir. Pastorize edilmis olan
dere kumu-torf-perlit (1:1:1,v/v/v) igeren viyollerde
gelistirilmis olan karpuz bitkileri, kotiledon yaprak
doéneminde, 106 konidi/ml olacak sekilde F.
oxysporum f.sp. niveum’un her bir irki i¢in ayr1 ayri
inokule edilmistir. inokule edilen tiim bitkiler, 20-
27°C  sicakliga  sahip serada  tutulmustur.
Inokulasyondan 3 hafta sonra viyollerdeki bitkiler
sokilerek biinyelerinde olusan solgunluk ytizdelerine
gore degerlendirilmistir. Bu islemde Barnes (1972)
tarafindan gelistirilen hastalik degerlendirme skalasi
ve dayaniklilik kriterleri kullanilmistir (0- hastalik
belirtisi gostermeyenler, 1- kontrol bitkilerine gore
cok kisa kalanlar, 2- solgunluk belirtisi gosterenler, 3-
6lmekte olanlar, 4- olii bitkiler).

a) Patojenite Denemeleri,

Daha dnce ytriitiilen calismalar sonucu stoklarimizda
saklanan Kkarpuz-fusarium izolatlar1 yaninda yeni
izolatlar da elde edilmistir. Yeni Fusarium izolatlarini
elde etmek icin hastalik simptomlarinin goézlendigi
her karpuz tarlasindan 3 bitki 6rnegi alinmis ve bitki
pargalarindan Fusarium igin segici besi ortamina
(Nash ve Snyder, 1962) ve/veya PDA iizerine ekim
yapilmistir. Gelisen F. oxysporum kolonileri eyiklere
alinmistir. Elde edilen izolatlarin patojenite
denemelerinde hastaliga duyarli Sugar Baby karpuz
cesidi kullanilmistir. Tohumlar, steril kumlu-tinh
toprak iceren kivetlere ekilmis, inokulum olarak
kullanilmis konidiler, izolatin PDA'da gelistirilen 8
gunlik tek spor kiiltiiriinden elde edilmistir. Fideler
ilk gercek yapraklari gértldigiinde yaklasik 2 haftalik
iken sokiilmiis ve kokleri cesme suyunda yikanmistir.
Yaklasik 2 cm kesilen kokler, 5 dakika siireyle 106
konidi/ml iceren konidiyal slispansiyona
daldirlmustir. inokule edilen fideler, steril kum iceren
viyollere dikilmistir. Kontrol olarak, kokleri suya
daldirilan, inokule edilmeyen fideler kullanilmistir.

b) Irk ve Cesit Reaksiyonlarinin Belirlenmesi

Patojen oldugu belirlenen izolatlarin F. oxysporum f.
sp. niveum'un 0, 1 ve 2 no'lu irklarini ayirici 3 karpuz
cesidinin reaksiyonlar1 Cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. F.oxysporum f. sp. niveum'un 0, 1 ve 2 no'lu irklarii ayirici 4 karpuz ¢esidinin reaksiyonlari.

Cesit Fon 0 Fon1 Fon 2 Fon 2
Sugar Baby S S S S
Charleston Gray R S S S
Calhoun Gray R R S S
P1296341 R R R R

S: Duyarly, R: Dayanikli

Sekil 2. GM1F1 populasyonunda P01-700 SCAR markirinin belirlenmesi.
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Bulgular

GM:1F1 'ler Fon 1 i¢in gelistirilen P-700 SCAR markir1
ile taranmis ve bant verenlerin fideleri seraya
dikilmistir (Sekil 2). Seraya dikilen GM:F1'ler
kendilenmis ve ayrica hassas olan ebeveyn ile
melezlenerek GM:zFi’ler elde edilmistir. Morfolojik
ozelliklerine bakilarak ana ebeveyne benzeyen 10

adet GMiF2'lerin Fon 1’e karsi klasik testlemeler
yapimistir. Klasik testlemede GM1F?’
generasyonunda dayanikliligi dogrulanan bitkilerin
GM:zF1'leri P-700 SCAR markir ile taranmistir (Sekil
3). Bant verenler seraya dikilmis ve kendilenmis,
ayrica hassas olan ebeveyn ile melezlenerek
GMsF1'ler elde edilmistir.

Sekil 3. GM2F1 populasyonunda P01-700 SCAR markirinin belirlenmesi.

Ana ebeveyne benzeyen 10 adet GM2F2'lerin Fon 1 ve
Fon 2’e karsi klasik testlemeleri yapilmistir (Cizelge

2). Testleme sonucunda GMzFz’lerden 1rk 1 ‘e kars: 3
adet ve irk 2’ ye karsi 12 adet dayanikli karpuz bitkisi
elde edilmistir.

Cizelge 2. Secilen 10 adet GMzF2lerin Fon 1 ve Fon 2’e kars1 klasik testleme sonuglari.

Secilen Hatlar Fon 1 Fon 2
(GM2F2) 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4

1 3 5 2 10

2 2 3 5 1 4 3 2
3 4 6 1 5 4

4 6 2 2 2 6 2

5 4 2 4 2 5 3

6 6 4 5 5

7 3 3 3 1 1 6 3

8 2 2 6 6 4

9 4 2 2 5 5

10 6 4 2 6 2

Klasik testlemede dayanikl olarak seg¢ilenlerin GM3F1
"leri P-700 SCAR markiri ile taranmistir (Sekil 4). Bant

verenler seraya dikilmis ve kendilenmis, ayrica
hassas olan ebeveyn ile melezlenerek GMsF1'ler elde
edilmistir.
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Sekil 4. Geriye melezleme sonucu elde edilen GMsF1 populasyonunda P01-700 SCAR markirinin belirlenmesi.

Ana ebeveyne benzeyen 14 adet GM3sF2'lerin Fon 1ve  3)- Testleme sonucunda GMsF2'lerden irk 1’e kars1 21

Fon 2’e kars1 klasik testlemeleri yapilmistir (Cizelge ~adet ve irk 2’ye karsi 6 adet dayanikli karpuz hatti
elde edilmistir.

Cizelge 3. Secilen GMsFz'lerin Fon 1 ve Fon 2’e karsi klasik testleme sonuglart.

Fon1l Fon 2
Secilen Hatlar
(GMsF2) 0 1 2 4 0 1 2 3 4
F4 1 9 1 1 9
F5 2 1 8 2 9
F6 1 1 7 1 1 1 8
F10 1 4 1 5 1 1 1 2 6
F17 3 3 1 1 1 2 2 5
F19 1 5 2 3 1 2 1 2 5
F20 10 1 1 2 2 3 3
F53 1 3 7 1 2 8
F45 2 2 2 1 3 1 4
F42 3 7 1 2 8
F41 9 1 1 4 4 3
F24 1 2 2 6 2 3 6
F23 3 2 6 2 3 5
F21 3 3 3 2 2 2 6

Klasik testlemede dayanikl olarak secilenlerin GM4F; ~ verenler seraya dikilmis ve kendilenmis, ayrica

leri P-700 SCAR markir1 ile taranmustir (Sekil 5). Bant ~ hassas olan ebeveyn ile melezlenerek GMsFr'ler elde
edilmisgtir.

Sekil 5. Geriye melezleme sonucu elde edilen GM4F1 populasyonunda P01-700 SCAR markirinin belirlenmesi.
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Cizelge 4. GM4F2 kademesindeki hatlarin Fusarium’un 0, 1 ve 2 numarali irklarina karsi klasik testleme

sonuglari

Fon 0

Fon 2

Secilen Hatlar
(GM4F2) 0 1 2 3 4 0

F4 3
F10 6 11
F14
F22
F31
F34

v U1 00

w
ST NS, TN NS T U M

Ana ebeveyne benzeyen 6 adet GM4F2'lerin Fon 1 ve
Fon 2’e karsi klasik testlemeleri yapilmistir (Cizelge
4). GM4F?'lerin Fusarium’un 0, 1 ve 2 numaral
irklarina karsi klasik olarak testleme sonuglar
Cizelge 4’te verilmistir. Testleme sonucunda
GM4F2'lerden 1rk 0’a karsi 6 adet, irk 1’e kars1 39 adet
dayanikl ve irk 2’ye karsi 6 adet tolerant karpuz hatti
elde edilmistir.

Sonug ve Tartisma

Levi ve ark. (2002)’lar1 karpuzda fusariumun kalitimi
tizerine yaptiklar1 ¢alismada, Xu ve ark. (1999)
larinin dizayn ettigi P01-700 SCAR markériini
kullanilmis ve bizim ¢alismamizda oldugu gibi 730
b¢'nde fusariumun 1 rkina dayanikli genotiplerde
bant elde etmislerdir. Ay (2008) tarafindan ytiriitiilen
bir ¢calismada Fon 1’e karsi bazi karpuz gesitleri klasik
olarak testlenmis ve bu calismada da kullanilan ve
dayaniklilik bandi (730 bg) veren Bolkan, Bonessa,
Celebration, Crisby, Dumara, Galactica, Golden
Crown, Lady, Newton ve Tamara c¢esitlerinin Fon 1’e
kars1 klasik testlemede dayanikli olduklarini
saptamistir. Solmaz (2010) tarafindan yiiritilmiis bir
baska calismada da klasik olarak Fon 1’e karsi
testlenen Crisby, Celebration ve Bolkan c¢esitlerinin
dayanikl olduklarini saptamistir. Bu g¢alismalar da
elde edilen sonuglar da bizim yaptigimiz bu ¢alismay1
destekler niteliktedir. Bu sonuglar dogrultusunda

Xu ve ark. (1999) tarafindan gelistirilmis olan P01-
700 SCAR markir1 bu calismadaki Fon’a dayaniklilik
1slahinda geriye melez bireylerde aktif olarak
kullanilmistir. En son olarak GM4F2’kademesinde
Fon’un 1rk 0’a kars1 6 adet, irk 1’e kars1 39 adet ve irk
2'ye karst 6 adet dayanikli karpuz bitkisi elde
edilmistir. Su an icin halen Fon'un dort irkina
dayanikl ¢esit ve hat olmadigindan dolayi, bundan
sonraki ¢alismalarda dayanikhilik ¢alismalarinin
devam  ettirilmesi  gerekmektedir. = Fusarium

solgunlugu ile bulasik karpuz yetistirme alanlarinda
dayanikli kabak anaglarinin kullanilmasi hala en etkili
¢oziim olarak degerlendirilmektedir.
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