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Kabak (Cucurbita pepo L.), Tiirkiye’nin tiim cografi bolgelerinde yetistirilen
6nemli bir tirtindiir. Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV), kabakgiller (Cucur-
bitaceae) familyasinin tiim tiirlerini etkilemekte ve yikici etkisinden dolay1 bii-
yiilk ekonomik zararlara neden olmaktadir. Kabak tiirleri ve genotipleri,
ZY MV ne dayaniklilik i¢in uzun siiredir diinyanin bircok bdlgesinde taranmak-
tadir. Literatiirde ZYMV’ye dayanikli genetik kaynaklar rapor edilmis olsa da,
gergekte bu kaynaklarin virtisiin Kimi siddetli irklarina kars1 dayaniksiz olduklari
bildirilmektedir. Bu nedenle yiiriitiilen bu ¢aligma ile ZYMV’ye dayaniklilik
gosteren kabak gesitlerinin veya genotiplerinin sayisinin arttirilmasi hedeflen-
migtir. Calismada 2005 yilinda Kirsehir, Kayseri, Sakarya, Tekirdag, Nevsehir
ve Konya’dan toplanan genotipler kullanilmistir. 2006 ve 2010 yillar1 arasinda
bu genotiplerin kedilenmesi ve seleksiyonu gergeklestirilmis ve S5 generasyon-
lar1 diretilmigtir. Yiiksek verimli, albenisi yiiksek ve kolay ¢itlanan 108 kabak
¢esit veya genotipi toplanarak ZYMV ’ye dayanaklilik bakimindan test edilmis-
tir. Test edilen kabak ¢esit adaylarinin hig birisinin ZYMV enfeksiyonuna kars1
tolerant, dayanikli ya da immun olmadigi test edilmistir. Test edilen Gimitvar ka-
bak bitkilerinin tiimii, ZYMV Tiirkiye izolatina kars: siddetli viral simptomlar
sergilemistir. Tiim testlenen adaylarda hastalik siddetinin %60 ile %100 arasinda
degisen araliklarda farklilik gosterdigi tespit edilmistir.
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Edible pumpkin seeds (Cucurbita pepo L.) is a major crop in all geographical
regions of Turkey. Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) affects all agricultural
species of the Cucurbitaceae and is of great economic importance because of its
destructive nature. Edible pumpkin seeds has long been screened extensively for
resistance to ZYMV. Although there are reported resistance sources for ZYMV,
it is aimed to identify additional sources of resistance, since the initial sources
of resistance are not resistant to some of the severe strains of the virus. In this
study genotypes collected from Eskisehir, Konya, Nevsehir, Tekirdag, Sakarya,
Kayseri and Kirsehir in 2005 were used. Between 2006 and 2010 the selfingand
selections of these genotypes were done and S5 generations were produced. A
total of 108 edible pumpkin seeds accessions, exhibiting the traits of easily
crackable, attractive and high productive, were tested against ZYMV resistance.
Among the tested samples none of the edible pumpkin seeds accessions were
found immune, resistant, or tolerant against ZYMYV infection. Tested accessions
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were all exhibited heavy viral symptoms against severe Turkish ZYMV isolate.
The disease severity was ranged between 60 to 100 in all tested accessions.

1. Kisaltmalar

ZYMV : Zucchini yellow mosaic virus
RT-PCR  : Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction
cDNA : Komplementer DNA
MgCl, : Magnezyum Kloriir
dNTP : Deoksi Niikleotid Tri Fosfat
2. Giris

Ulkemizin sahip oldugu zengin iklimsel gesitlilik,
kabakgiller (Cucurbitaceae) familyasina dahil bir¢ok
kabak tiiriiniin sorunsuz olarak yetismesine olanak sag-
lamaktadir. Yetistirilen kabaklar, taze tiiketiminin yani
sira konserve, hazir yemek sanayiinde kullanilmakta, to-
humlart ise lilkemizde ve Akdeniz iilkeleri ile Ortadogu
iilkelerinde kuruyemis olarak yaygin bigcimde tiiketil-
mektedir. Bunun yaninda tohumlarinin, ekmek ve pasta
endiistrisinde kullanimi da giin gectikge artmaktadir
(Yanmaz ve Diizeltir, 2003).

Zucchini yellow mosaic virus, (ZYMV) Potyviridae
familyas1 icerisindeki Potyvirus genusunda yer alan
ekonomik bakimdan olduk¢a 6nemli bir virlis hastalik
etmenidir (Regenmortel ve ark., 2000). Mekanik inoku-
lasyon ve afit vektorleri ile kolay bigimde yayilan etme-
nin en tipik belirtileri yapraklarda sar1 mozaik ve kabar-
ciklar ile meyvede sigillerdir (Lisa ve Lecoq, 1984).
Hastalik etmeni ile miicadele gii¢ olup en etkili kontrol
sekli dayanikli gesitlerin kullanimudir (Svoboda ve Lei-
sova-Svobodova, 2013). Ulkemizde kabakgil {iretiminin
yapildig degisik bolgelerinde yiiriitiilen survey ¢alisma-
larinda ZYMV’nin yogun olarak bulundugu ve ciddi
ekonomik zararlara yol agtig1 tespit edilmistir (Ozalp,
1964; Yilmaz ve Davis, 1984; Ertung, 1992; Vargiin ve
Ertung, 1994; Ugar ve Ertung, 1998).

ZYMV’ye dayaniklilik kabakgillerden hiyar (Cucu-
mis sativus L.), kavun (Cucurbita melo L.) ve kabak
(Cucurbita pepo L.) tiirlerinde rapor edilmistir. Porte-
kiz’de yetistirilen ‘Mennina 15° isimli bir kabak (Cucur-
bita moschata Duchesne) ¢esidinde ZYMV’ye dayanik-
liligin tek bir dominant gen ile idare edildigi tespit edil-
mistir (Gilbert-Albertini ve ark., 1993). Yakin zamanda,
Ekbic ve ark., (2010) mekanik inokulasyon yontemi ile
testledikleri 67 kavun genotipinden 4’liniin ZYMV’ye
kars1 dayanikli oldugunu tespit etmislerdir. Provvidenti
(1997) iki yabani cesit harig test ettigi tiim kabak c¢esit-
lerinin ZYMV’ye kars1 duyarli oldugunu tespit etmistir.
Viral hastaliklarin kontroliinde kullanilabilecek etkili bir
kimyasal bulunmamasindan dolayi, ZYMV’ye daya-
nikli gesitlerin 1slahi ve tiretimde kullanilmasi bugiin iti-
bart ile en 6nemli miicadele yontemi olarak goriilmekte-
dir (Amano ve ark., 2013).

Yiriitiilen bu ¢aligmanin amaci, 2005 yilinda {ilke-
mizin kabak yetistirilen farkli illerinden (Eskisehir,
Konya, Nevsehir, Tekirdag, Sakarya, Kayseri ve Kirse-
hir) toplanan yiiksek verimli, dig goriiniim agisindan bir
ornek, ¢itlamasi kolay ve albenisi iyi ¢erezlik kabak ce-
sit aday veya adaylar1 S5 generasyonuna kadar kendi-
lendikten sonra elde edilen genotiplerin tilkemizde tespit
edilen siddetli bir ZYMYV izolatina kars1 dayanikliligimin
arastirllmas1 ve elde edilecek dayanikli kaynaklarin
daha sonraki melezleme ¢alismalarinda kullanilmasi he-
deflenmistir.

3. Materyal ve Yontem

3.1. Umitvar Cesit Adaylarimn ZYMV'ye Kars
Reaksiyonlarinin Belirlenmesi

Arastirmada kullanilan bitkisel materyal 2005 yi-
linda Eskisehir, Konya, Nevsehir, Tekirdag, Sakarya,
Kayseri ve Kirsehir yorelerinden toplanmis 2006-2010
yillart arasinda kendilemeleri yapilarak S5 asamasina
kadar getirilen baslangictaki 400 adet hattan tohum
sekli, iriligi, rengi ve ¢itlama kolaylig1 agisindan selek-
siyon yapilarak yaklasik 108 adet hattin ZYMV’ye kars1
dayanikliliklar1 degerlendirilmistir.

3.2. Viriis Kaynaginin Olusturulmasi

Calismada referans viriis kaynagi olarak Yiiziincii
Y1l Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii
viriis koleksiyonunda yer alan oldukca siddetli yerli
ZYMYV virls izolat1 kullanilmistir. Bu amagla ilk olarak
ZYMV’ye hassas oldugu bilinen “Sakiz kabag1” iklim
odasinda birkag saksiya ekilerek gelistirilmis ve kotile-
don yaprak dénemine ulagtiginda siddetli ZYMYV izolati
bulastirilarak viris kiiltiirii olusturulmustur. Bulastirma-
dan yaklagik bir hafta sonra viriisiin tiim belirtileri ino-
kule edilen kabak bitkilerinde gézlenmistir. Elde edilen
viriis kiiltlirli, imitvar ¢esit aday ve adaylarina bulagtir-
mada inokulum kaynagi olarak kullanilmustir.

3.3. Umitvar Cesit Adaylarimn Bécek Gegirmeyen Tiil
Serada (screenhouse) Yetistirilmesi

Umitvar cesit adaylaria ait tohumlar zemini beton
ve cakildan olusan bocek gecirmeyen tiil serada saksi-
lara ekilmistir. Ekilen tohumlar diizenli sulanarak ¢im-
lendirilmistir. ZYMYV viriisline duyarli oldugu bilinen
“Sakiz” kabagi ¢esidinin tohumlar1 her saksiya ii¢ adet
gelecek sekilde ekilmistir. Caligmada ayrica iicer adet
‘Sakiz’ kabag1 tohumu igeren saksilar hem pozitif (viriis
bulastirilan) ve hem de negatif (viriis bulastirilmayan)
kontrol olarak bulundurulmustur.

3.4. ZYMV Inokulasyonu

Iklim odasinda viriis kiiltiiriiniin olusturuldugu ka-
bak bitkilerine ait simptomatik yapraklar 0.01 M fosfat
(K2HPO4) tamponu (pH: 7.2) varliginda buz iizerinde
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ekstrakte edilmis ve aday bitkilerin kotiledon yaprakla-
rina meknanik olarak inokule edilmistir. Viriis partikiil-
lerinin kabaklara bulagsmasini kolaylastirmak amaci ile
ekstrakt igerisine karborundum tozu ilave edilmistir.
Inokule edilen bitkiler daha sonra fosfat tamponu yak-
malarina kars1 ¢gesme suyu ile ytkanmigtir. Viriis bulas-
tirllan bitkiler simptom gelisimi igin tiil serada diizenli
olarak sulanmis ve gelisen simptomlar ti¢ giinde bir kay-
dedilmistir.

3.5. Belirtilerin Gozlemlenmesi, Skalanin Olusturulmasi
ve Degerlendirme

Proje kapsaminda tiiketici isteklerine uygun ¢erezlik
kabak ¢esit adaylarinin ZYMV ’ye karsi duyarli tolerant,
dayanikli veya immun olanlarmi belirlemek amaci ile
Tablo 1°de belirtilen ¢esit adaylarinin tohumlar1 kulla-
nilmustir. Tiil serada haziran ayinda yetistirilen bitkilerin
kotiledon yapraklar1 gelistikten sonra her fideye ZYMV

ekstraktindan mekanik inokulasyon ydntemi ile bulas-
tirma gergeklestirilmistir. ZYMV’ye duyarl oldugu bi-
linen ve herhangi bir uygulama gérmemis Sakiz kabagi
bitkileri negatif kontrol, viriis bulagtirilanlari ise pozitif
kontrol olarak degerlendirilmistir. ZYMV ile inokule
edilen fideler 1 hafta siire ile simptom gelisimi i¢in bek-
lenmis ve bu siire sonrasinda 0-5 skalasina (0 = belirti
yok, 1 = yaprak beneklenmesi yapragin %50’sinden az,
2 = yaprak beneklenmesi yapragin %50’sinden fazla, 3
= beneklenme ve mozaik, 4 = beneklenme, mozaik ve
yaprak deformasyonu, 5 = iplik yapraklilik dahil agir
hastalik tablosu) gore bitkilerdeki hastalik siddeti deger-
lendirilmistir (Sekil 1). Denemeler her bulastirma calis-
masi i¢gin 3 bitki kullanilacak sekilde kurulmustur. Elde
edilen skala degerleri Thousend Heuberger* formiilii
yardimu ile hastalik siddeti (%) degerlerine doniistiiriil-
muigtir.

X (Skala degerix Skalada degerlen yaprak sayist)

* % Hastalik Siddeti =

Tablo 1

100

Toplam yaprak sayisit x En yiiksek skala degeri

Periyodik gozlemler ve skala ortalamalari ile elde edilen hastalik siddeti degerleri. Ortalamalar hesaplanirken her bir
bitkiye ait tiim yapraklardaki belirtilere skaladan uygun bir deger verilmis ve bu degereler yukaridaki formiile gére has-
talik siddeti olarak hesap edilmistir. Her bir genotip i¢in ii¢ bitki kullanilmis ve elde edilen hastalik siddeti toplanarak
bitki sayisina (3) boliinmek sureti ile o gézlem donemine ait ortalama hastalik siddeti elde edilmistir.

Sira no. Genotip/Cesit 1. gbzlem ort. 2. gbzlem ort. 3. gbzlem ort. 4. gbzlem ort
1 Oren-1 43 61 60 100
2 35 50 44 52 100
3 77 30 35 39 77
4 10-4 50 39 53 92
5 Mev-2 60 60 75 92
6 18 50 54 69 100
7 69 50 55 71 93
8 8-6 45 60 64 74*
9 2-8 60 70 76 95
10 10-2 36 43 50 93
11 27 44 40 59 88
12 78 35 53 39 92
13 7-1 45 56 77 91
14 10-5 10 13 60 84
15 82 30 48 57 100
16 32 56 58 69 95
17 10- 43 53 58 86
18 43 26 44 70 92
19 67 40 46 45 100
20 2-7 45 51 57 100
21 16 50 56 71 100
22 68 50 59 71 60*
23 50 25 30 60 83
24 10-10 55 46 72 100
25 3-4 50 46 62 100
26 10-1 43 40 81 94
27 57 46 42 66 89
28 70 46 55 73 100
29 50 50 30 60 83
30 Sulusaray 60 66 88 100
31 8-5 55 53 70 91
32 56 30 39 60 91
33 32 55 58 69 95
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100 8 70 66 80 90
101 46 60 57 72 100
102 4 26 40 65 100
103 2 60 60 63 85
104 5 53 60 66 95
105 10-9 46 58 75 92
106 mev 3 60 60 66 100
107 10-8 60 72 76 93
108 84 40 42 66 87
109 23 63 56 60 100
110 2-2 25 63 42 100

Sekil 1

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

Viriis bulastiktan sonra hastalik siddetinin en fazla higbir bulasmanin olmadig1 bitkiler ise immun olarak
%S5 goriilecegi genotipler tolerant, viriisiin bulagip ancak degerlendirilmesi planlanmigtir. Denemeye alinan her
higbir belirtisinin goriilmedigi bitkilerin dayamikli ve
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genotipin inokulasyon sonrasi viriise olan reaksiyonu
periyodik olarak ti¢ giinde bir kaydedilmistir.

3.6. Umitvar Adaylarin RT-PCR ile Testlenmesi

RT-PCR testi i¢in her saksida bulunan 3 bitkininde
yapraklar1 alinarak esit oranda karistirildiktan sonra to-
tal RNA ekstraksiyonuna tabi tutulmustur. Total RNA
ekstraksiyonu Foissac ve ark. (2001)’nin bildirdigi yon-
tem modifiye edilerek yiritilmiistiir. Komplementer
DNA (cDNA) sentezi Promega firmasina ait reverse
transcriptase enzimi (AMV Reverse Transcriptase Pro-
mega, USA) kullanilarak gergeklestirilmistir. Hazirla-
nan cDNA’lar PCR islemi yapilincaya kadar —20 °C de
saklanmustir.

RT-PCR galismasi Ozer ve ark. (2012)’nin bildirdigi
genom spesifik primerler kullanilarak gergeklestirilmis-
tir. Toplamda 50 pl hacimde gergeklestirilen PCR reak-
siyonu ve sicaklik dongii kosullar1 asagida belirtildigi
sekilde uygulanmistir. Buna gore steril bir PCR tiipii ige-
risine 36.6 ul steril su, 5 ul 10X Taq polimeraz buffer, 3
ul MgCla, 1 pl ANTP, 1pul Primerl, 1 pl Primer2, 2 pl

1.000bp —
500bp —p

Sekil 2

DNA, 0.4 ul Tag DNA polimeraz enzimi konmus ve ka-
risim 95°C de 2 dk, (95 °C de 1 dk, 55 °C de 30sn, 72
°C de 1 dk) x 35 dongii olmak iizere PCR sicaklik don-
giisiine maruz birakilmistir. Karigim son uzama reaksi-
yonu i¢in ise 72 °C de 5 dk bekletilmistir.

4. Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma

Kabak bitkilerine yapilan viriis bulastirmalarindan
sonra 0-5 skalasina gore yapilan degerlendirmelerde test
edilen kabak genotip ve tiirlerinin tamammin yiiksek
hastalik siddeti gosterdikleri tespit edilmistir (Tablo 1).
Siddetli ZYMYV izolatina karsi test edilen bitkilerin hig-
birinin viriise tolerant, dayanikli ya da immun olmadig1
saptanmustir (Sekil 2). Bu bitkilerdeki hastalik siddetinin
%60-100 arasinda degisen oranlarda seyrettigi goriil-
miistiir. (Sekil 3). Denemeye alinan ¢esit ve genotipler-
den dordiincti gozlem hastalik siddeti ortalamalar1 en
diisiik olan 6 bitkiye uygulanan RT-PCR testi sonucunda
tiim bitkilerin ZYMYV ile infekteli olduklar tespit edil-
mistir.

Dérdiincii gdzlem déneminde hastalik siddeti ortalamasi en diisiik alt1 genotipe uygulanan RT-PCR testi sonucu. Ornek-
ler: 1. Ornek: hastalik siddeti ortalamas1 74 olan 8-6nolu genotip, 2: hastalik siddeti ortalamas1 60 olan 68 nolu genotip,
3:hastalik siddeti ortalamasi 67 olan 55 nolu genotip, 4: hastalik siddeti ortalamasi 65 olan 26 nolu genotip, 5:hastalik
siddeti ortalamasi 60 olan 1-2 nolu genotip, 6: hastalik siddeti 60 olan 36 nolu genotip. M: 3.000bp molekiiler marker, S:

Saglikl kontrol, P: Pozitif kontrol

Ulkemizde iireticiler tarafindan kullamilan ticari ce-
sitlerden “Sakiz” kabagi bu ¢alismada duyarli ¢esit ola-
rak secilmis ve siddetli ZYMYV izolatina karst duyarlt
kontrol gesidi olarak kullanilmigtir. Caligmada ayni tii-
riin saglikl bireyleri saglikli kontrol olarak bulundurul-
mugtur. Tablo 1’de goriildiigii izere; ZY MV ye kars1 to-
lerant, dayanikli veya immun genotipleri belirlemek
amaci ile yiriitiilen caligmalar sonucunda denemeye
dahil edilen tiim genotip ve ¢esitlerin biiyiik bir bolimii
duyarli olarak bilinen Sakiz kabagindan daha yiiksek dii-
zeyde hastalik siddeti sergilemislerdir. Kontroller hari¢
denemeye dahil edilen 108 genotipin tamaminin ZYMV
infeksiyonuna oldukg¢a duyarli olmasi ve higbirinin tole-
rant ya da dayanikli olmamalar1 tilkemizdeki genotiple-
rin hastaliga olduk¢a duyarli oldugunu gostermektedir.
Ekbi¢ ve ark., (2010)’nin yiiritmiis oldugu c¢alismada

ZYMV’ye karsi test edilen 46 kavun genotipinden sa-
dece yabani akraba (C. melo var. agrestis) tiirlerde
ZYMV’ye kars1 dayaniklilik oldugunu tespit etmisler-
dir. Pitrat ve Lecoq (1984) yiirittiikleri ¢caligmada ka-
bakgillerde ZYMV ye karsi olan dayanikliligin “Zym”
ismini verdikleri tek bir dominant gen tarafindan idare
edildigini tespit etmislerdir.

Denemeye alinan gesit ve genotiplerin %85.19’unun
ZYMV’ye duyarli oldugu bilinen Sakiz kabagindan
daha siddetli belirtiler olusturdugu, %14.81’inin ise Sa-
kiz kabaginin (pozitif kontrol) dérdiincii gézlem ortala-
masi olan 85 skala degerinin altinda oldugu belirlenmis-
tir. Provvidenti, (1997) Cucurbita pepo, C. Maxima ve
C. Moschata tiirlerine ait test edilen tiim cesitlerin
ZYMV infeksiyonuna olduk¢a duyarli oldugunu tespit
etmigtir. Etmene karsi yiliksek diizeyde dayanikliligi
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(Cucurbitae cuadorensis (Equador) ve C. moschata Ni-
jerya isimli iki lokal gesitte yakalamigtir. Guner ve ark.,
(2008) yiiriittiikleri ZYMV ’ye resistant kabak cesitleri-
nin tespiti ¢aligmasinda Provvidenti (1991)’nin daya-
niklt olarak tespit ettigi PI 482322, PI 482299, PI
482261, ve PI 482308 numaral1 genotiplerin dayanikli
olmadiklarini, test ettikleri ZYMV-Florida irkina karsi
sadece orta diizeyde dayaniklilik sergiledigini rapor et-
miglerdir. Hali hazirda yiiriitiilen ¢aligmaya dahil edilen

o el

8.6 (i

Genotip:

Sekil 3

108 genotip ve ¢esidin higbirinde potansiyel genetik da-
yaniklilik kaynaginin tespit edilememis olmasi hastalik
etmeninin tarlalarda bu genotip ve ¢esitlerde vektorler
yardimiyla yayilmasina devam edecegini hastalik belir-
tilerinin siklikla goriilecegini gostermektedir. Diinyada
kabakta ZYMV’ye kars1 genetik dayaniklilik kaynakla-
rinin ¢ok nadir goriilmesinden dolay1 genetik dayanikli-
lik hatlarinin arastirilmaya devam edilmesi ve viriisten
ari liretim materyalinin kullaniminin yayginlastirtimasi
ZYMV ile miicadelede 6nemli bir adim olacaktir.

ik i Vg

peed

Diisiik hastalik siddetine sahip genotiplerden 8-6 nolu genotipin {igiincii gozlem doneminde gosterdigi siddetli belirtiler
(a) goriilmektedir. Ugiincii gdzlem donemindeki hastalik siddeti %64 olarak tespit edilmistir,(b)Saglkl1 kontrol
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