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. MARUL IRI DAMAR VIRUSUNUN MEKANIKSEL
INOKULASYONLA TASINMASI VE TEST BITKILERI
ILE ILISKILERI

Serap AGIKGO Z* Erkol DEMIRCI * M .Timur DOKEN **

*  Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii 25240 Erzurum
** Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Aydin

OZET

Marul iri damar viriis (LBVV)'unun cesitli test bitkilerine mekaniksel olarak
taginmasindaki basari, inokulum kaynaginin -20 °C'de bir giin tutulup ¢oziindiiriilmeden
ezildikten sonra sodyum disiilfit, DIECA ve charcoal igeren fosfat tampon soliisyonda
homojenize edilmesine bagl oldugu ortaya konmustur. LBVV'unun lokal lezyon
konukgusu oldugu bilinen Chenopodium amaranticolor ve Chenopodium quinoa yaninda
lokal lezyon ve/veya sistemik simptom sergileyen Datura stramonium , Lycopersicum
esculentum , Nicotiana tabacum (Havana, Samsun NN, Samsun type, White Burley,
Xanthi), Nicotiana glutinosa , Physalis floridana ve Vigna sinensis test bitkilerinin viriisun
konukgu cevresi i¢in yeni kayit oldugu bu ¢alisma ile saptanmistir. Ayrica viriisun gogaltim
konukgusu olarak bilinen C. quinoa yamnda sistemik simptom sergileyen N. tabacum
White Burley'nin de ¢ogaltim konukgusu oldugu ve her iki gogaltum konukgusunda etmenin
-20 °C'de uzun siire saklanabilecegi saptanmustir.

SUMMARY

Mechanical Transmission of Lettuce Big-vein Virus (LBVV) and its

Relations with Test Plants

The success in mechanical transmission of lettuce big-vein virus (LBVV) to
various test plants was found to be depending upon the homogenizing of the inoculum
source within a phosphate buffer containing sodium disulphite, DIECA and charcoal after
being squashed without thawing the source of inoculum which kept at -20 °C for one day.
Datura stramonium, Lycopersicum esculentum, Nicotiana tabacum (Havana, Samsun NN,
Samsun type, White Burley, Xanthi), Nicotiana glutinosa, Physalis floridana and Vigna
sinensis which exhibited local and/or sistemic symptoms were included as new records to
the host range of the virus which was known to be producing local lesions on test plants
Chenopodium amaranticolor and Chenopodium quinoa. Further more it was determined
that N. tabacum White Burley was the propagative host plant of the virus besides the
known C. quinoa and in both hosts the causal agent could be preserved at -20 °C for a long
period without inactivation.

GIRIS

Iri damar viriis hastaligi marul yaprak damarlarinda renk acilmasi, bandlasma
seklinde ortaya c¢ikmakta ve zayif bas baglamaya neden olmaktadir (Smith, 1972).
Diinyanin cesitli bolgelerinde var oldugu bildirilen (Tomlinson ve Smith, 1958; Van Hoof,
1959; Huijberts ve ark., 1990; Déken ve ark., 1993) marul iri damar hastaliginin topraktan
kaynaklandigi ve etmeninin viriis olabilecegi ilk olarak Kaliforniya'da (USA) yapilan bir

* Bu galisma TUBITAK tarafindan desteklenmis TBAG- 1120 nolu projenin bir boliimiidiir
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caligsmada ileri siiriilmiistiir (Jagger ve Chandler, 1934). Yaygin olarak Olpidium brassicae
(Wor.) Dang. ile tasindig: bildirilen (Campbell ve Grogan, 1963; Tomlinson ve Garrett,
1964) marul iri damar Viriis (LBVV)'unun ayn: zamanda as1 ile de tagindigi saptanmistir
(Campbell ve ark., 1961). Uzun yillar LBVV'u, enfekteli marul bitkilerinden elde edilen
bitki ozsuyu ile test bitkilerine tasinamamistir. (Thompson ve ark., 1944; Campbell ve
Grogan, 1963; Tomlinson ve Garrett, 1964; Iwaki ve ark., 1978; Westerlund ve ark., 1978).
Huijberts ve ark. (1990), kara hindiba sar1 mozaik viriisu (DYMV)nun taginmasinda
kullanilan 6zel bir fosfat tampon soliisyonunu (Bos ve ark., 1983) kullanarak LBVV'unun
mekaniksel inokulasyonla test bitkilerine tasinabilecegini saptamislardir.

Mekaniksel inokulasyonla tasinabilece8i son zamanlarda saptanan LBVV 'unun
konukcu test bitkilerine mekaniksel inokulasyonla tasinmasinda en uygun yontemi bularak,
test bitkileri ile viriis arasindaki iligskilerin saptanmasi bu c¢alismanin amaclarn
olusturmaktadir.

MATERYAL VE METOT

LBVV'u ile dogal enfekteli marul koklerinden elde edilen zoospor siispansiyonu
ile saglikli marul koklerinin inokulasyonu sonucu elde edilen simptomlu marul bitkilerinin
yaprak ve kokleri -20 °C'de 1 veya 30 giin bekletildikten sonra inokulum kaynag: olarak
kullanilmiglardir. Viriisun mekaniksel inokulasyonla tasinmasinda en uygun yontemi
saptamak icin enfekteli dokularin homojenizasyonunda tii¢ farkli tampon soliisyon
kullanilmistir; 1. tampon: 0.01 M fosfat tamponu, pH 7.2 (Noordam, 1973), II. tampon:
Sodyum disiilfit (NapS,05 , 2.5 g/), sodyum diethildithiokarbomat (DIECA, 5 g/l) ve
aktive edilmis charcoal (Norit, 70 g/l) igeren 0.03 M fosfat tamponu, pH 7.0 (Huijberts ve
ark., 1990), III. tampon: 0.01 M DIECA igeren fosfat tamponu, pH 7.7 (Campbell ve
Grogan, 1963). Enfekteli yaprak ve kokler ayn ayri -20 °C'de tutulan havan ve havan eli
kull:imlg"ré.k ¢oziindiiriilmeksizin ezilip, kendi hacmi kadar 4 °C'de tutulan ii¢ ayri tampon
soliisyonda homojenize edildikten sonra karborandum ile tozlanmig saglikli test bitkilerinin
(Tablo 2) ayrt ayr olmak lizere kok ve yapraklarina tiilbent bez pargas: ile siiriilerek
inokulasyonlar yapilmig ve takiben bitkiler musluk suyunda yikanmigtir. Kokleri inokule
edilen bitkiler derhal topraga geri sasirtilip yapraklan inokuleli bitkilerle beraber 18-20
OC'de 16 saat 20.000 lux 1sik ile aydinlatilan bitki biiyiitme kabinlerine yerlestirilerek
olusturacaklari simptomlar yoniinden izlenmeye alinmiglardir. Yukarida belirtilen
uygulamalar ile yapilan mekaniksel inokulasyonlar sonucu lokal lezyon gosteren,ayni
zamanda viriis icin iyi bir inokulum kaynagi ve cogalum konukgusu oldugu bildirilen
Chenopodium quinoa (Huijberts ve ark., 1990) yaninda sistemik simptom sergileyen
Nicotiana tabacum White Burley bitkilerinin yapraklan hasad edilip -20 °C'de
depolandiktan sonra mekaniksel inokulasyonda en iyi sonucu veren II. tampon soliisyon
kullanilarak ~ marul dahil test bitkilerinin yapraklarina yukarida anlatildifi sekilde
inokulasyonlar yapilmistir. Bunun sonucunda C. quinoa yanminda sistemik simptom
sergileyen N. tabacum White Burley'nin de LBVV'u i¢in ¢ogaltim konukcusu olma
durumu incelenmistir.

SONUCLAR VE TARTISMA
LBVV ile enfekteli marul yaprak ve kokleri -20 °C'de 30 giin bekletilip ii¢ ayn
tampon soliisyonda homojenize edildikten sonra yapilan mekaniksel inokulasyonlardan hig
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bir sonug alinamamigtir. Buna kargin -20 °C'de 1 giin tutulan marul yaprak ve kokleri ile
yapilan mekaniksel inokulasyonlarda II. ve III. tampon soliisyonlarin kullaniimas: halinde
test bitkilerinin biiyiik ¢ogunlugunda ¢esitli simptomlar gozlenirken, I. tampon soliisyonu
ile yapilanlarda herhangi bir simptom olusumu goézlenmemistir (Cizelge 1). Maruldan test
bitkilerinin koklerine yapilan inokulasyonlarda II. tampon soliisyonun kullanilmasi halinde
yaprak ve kokiin, III. tampon soliisyonu ile yapilan uygulamada ise sadece yapragin
inokulum kaynag1 olarak kullanilmasi sonucu test bitkilerinin bir kismi sistemik simptom
sergilemistir. II. ve III. tampon soliisyonlar kullanilarak marul yaprak ve kokiinden test
bitkilerinin yapraklarina yapilan inokulasyonlarda ise test bitkilerinde lokal lezyon ve/veya
sistemik simptom gozlenmistir. Ayrica inokulum kaynagi olarak marul yapraginin ve
homojenizator olarak II. tampon soliisyonun kullanilmas: halinde test bitkilerinde olusan
simptomlarin (Cizelge 2) digerlerine gore daha garpict oldugu saptanmistir. Nitekim, bu
kombinasyonda test bitkilerinde olusan sistemik simptomlarin daha tahripkar, lokal lezyon
sayilarinin ise daha fazla oldugu gozlenmistir.

Cizelge 1. Marul iri damar viriisu ile enfekteli marul yaprak ve kokleri 20 °C'de 1 giin
tutulduktan sonra farkli tampon soliisyonlar kullanilarak test bitkilerine yapilan
mekaniksel inokulasyonlardan elde edilen sonuglar.

Inokulasyonun yapildig1
bitki aksami*
Tampon soliisyon Inokulum kaynag: Yaprak Kok
Yaprak - 2
I. tampon
Kok - £
Yaprak ++ +
II. tampon
Kok ++ +
Yaprak ++ +
III. tampon
Kok ++ -

* -: tasinma olmadi, +: sistemik simptom, ++: lokal lezyon ve/veya sistemik simptom.

LBVV ile mekaniksel olarak inokule edilen C. quinoa 'nin lokal lezyon ve N.
tabacum White Burley'nin sistemik simptom sergileyen yapraklarindan II. tampon soliisyon
kullanilarak Tablo 2'de verilen test bitkilerinin yapraklarina yapilan mekaniksel
inokulasyonlar sonucunda olusan simptomlar viriis konsantrasyonunun bu iki test
bitkisinde yiikseldigini gostermektedir. Ornegin her iki test bitkisinden yapilan
inokulasyonlar sonucu C amaranticolor  yapraklarinda olusan lokal lezyon sayilarinin
(180-250 adet LL/yaprak) marul yapragindan yapilan inokulasyonlara (2-4 adet LL/yaprak)
gore mukayese edilemeyecek kadar ¢ok fazla oldugu ve yine C. quino a yapraklarindaki
lokal lezyonlarin ise iri ve belirli bir sinira sahip olmadig: i¢in tiim yapragin sararmasi
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seklinde ortaya ¢iktigi saptanmigtir. Ancak bu iki test bitkisinden marula yapilan geri
inokulasyonlardan sonug¢ alinamamustir. Ayrica bu iki test bitkisinin enfekteli yapraklarinin
-20 °C'de uzun siire (30 giinden fazla) depolanmasin takiben her li¢ tampon soliisyonun
kullanilmasi ile yapilan mekaniksel inokulasyonlarda test bitkilerinin simptom olusturdugu
belirlenmistir.

Cizelge 2. Marul iri damar viriisunun gesitli test bitkilerinde sergiledigi simptomlar.

Test bitkileri Gozlenen simptom*
Chenopodium amaranticolor Kol
Chenopodium quinoa KLE
Cucumis sativus -
Datura stramonium NLL
Gomphrena globosa -
*Lycopersicum esculentum SS
Nicotiana tabacum Havana NLL, SS
Samsun NN NLL
Samsun type SS
White Burley SS
Xanthi NLL, SS
Nicotiana glutinosa ~ NLL, SS
Physalis floridana Sr)
Vigna sinensis SS

*KLL: klorotik lokal lezyon, NLL: nekrotik lokal lezyon, SS: sistemik simptom,
simptom gozlenmedi.

LBVYV 'unun marul bitki 6zsuyunda stabil olmamasi ve diisiik konsantrasyonda
bulunmas: (Huijberts ve ark., 1990) uzun yillar boyunca uygulanan bircok mekaniksel
inokulasyon yonteminin basansizlikla sonuglanmasina neden olmustur. LBVV'u ile
enfekteli maruldan elde edilen bitki 6zsuyuna stabilizasyonu saglamak i¢in ¢esitli madde ve
tamponlarin ilavesi (Thompson ve ark., 1944; Campbell ve Grogan, 1963; Tomlinson ve
Garrett, 1964; Westerlund ve ark., 1978), Olpidium zoosporlarindan fenol ekstraklarinin
kullanilmasi (Campbell ve Grogan, 1964), konukgu bitkilerin karanlik peryodda birakilip
enfekteli dokuyu 2 °C'de homojenize etmek (Iwaki ve ark., 1978) gibi uygulamalar viriisun
mekaniksel inokulasyonla taginmasi igin yeterli olmamustir. Basarili mekaniksel
inokulasyon igin enfekteli marul dokularimin sodyum disiilfit, DIECA ve charcoal igeren
ozel tampon soliisyonlar igerisinde ¢oziindiiriilmeden homojenize edilmesi yaninda tampon
soliisyonun 4 °C'de, havan, havan eli ve enfekteli dokunun -20 °C'de 1 giin bekletilmesi
gerekmektedir. Nitekim Campbell ve Grogan (1963), III. tampon soliisyonu kullanarak
yaptiklari mekaniksel inokulasyondan sonug alamazken, yukarida belirtilen kosullar yerine
getirilerek bu galigmada Huijberts ve ark. 1990'min belirttigi gibi III. tampon soliisyonun
kullanilmas: durumunda da maruldan test bitkilerine Viriisun tasinabilecegi saptanmugtir.
Huijberts ve ark. (1990)'min sonuglarina paralel olarak II. tampon soliisyonun kullanlmasi
halinde test bitkilerinde olusan simptomlarin daha yogun oldugu gozlenmistir.
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Doolittle ve Thompson (1945)'1n enfekteli marul koklerinden elde ettigi bitki
Ozsuyu ile yaptiklan tasimay: Allen (1948), olaya vektor zoosporlarinin aktivitesinin yol
agtigint ileri siirerek gercek bir Ozsuyu tasimasi olarak kabul etmemistir. Calisma
sonuglarimiza gore, marul yapraklarinin inokulum kaynag olarak kullanilmasi halinde test
bitkilerinde olusan simptomlarin, marul koklerinin kullamldig1 inokulasyonlara gore daha
carpict oldugu saptanmistir. Nitekim, LBVV'unun kok ekstraklarina gore yaprak
ekstraklarindaki antiserum ile ELISA degerlerinin daha yiiksek olmasi (Vetten ve ark.,
1987) bulgulanimizi desteklemektedir. Biitiin bu nedenlerden dolayr LBVV'unun bitki
ozsuyu ile tasinmasinda inokulum kaynagi olarak -20 °C'de 1 giin tutulan marul
yapraklarinin ve tampon soliisyon olarak da II. tampon soliisyonun kullaniimasinin en
basarili sonucu verdigi ortaya cikmaktadir.

LBVV ‘unun c¢alismada kullanilan test bitkilerinin (Cizelge 2) biiyiik
¢ogunlugunda lokal lezyon ve/veya sistemik simptom olusturdugu saptanmstir. Nitekim
viriisun C. amaranticolor ve C. quinoa 'da lokal lezyon olusturdugu, ayrica 'nin etmen
icin miikemmel bir inokulum kaynagi ve cogalim konukcusu oldugu bildirilmistir
(Huijberts ve ark., 1990). C. amaranticolor ve C. quinoa lan Cizelge 2'de simptom
sergileyen diger test bitkileri LBVV' unun konukgu cevresi i¢in yeni kayittir. C. quinoa ve
N. tabacum White Burley'nin simptomlu yapraklarinin inokulum kaynag: olarak
kullanilmasi durumunda C. amaranticolor yapraklarinda lokal lezyon sayisindaki biiyiik
artts LBVV ' unun bu test bitkilerinde konsantrasyonunun arttigini gostermektedir. Ayrica
bu iki test bitkisinin enfekteli yapraklarinin -20 °C'de uzun siire depolanmasi sonucu
etmenin inaktiflesmedigi de saptanmistir. Marul bitkisinden LBVV ‘'unun partikiil
piirifikasyonundaki basarisizlik da (Vetten ve ark., 1987), etmenin marul bitki 6zsuyunda
stabil olmamas: ve diisiik konsantrasyonda bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Nitekim,
viriis 30 giin -20 °C'de bekletilen enfekteli marul dokularindan bitki 6zsuyu ile test
bitkilerine taginamamustir. LBVV'unun partikiil piirifikasyonu ve niikleik asit
izolasyonunda viriisun stabil ve konsantrasyonunun yiiksek oldugu C. quinoa  ve N.
tabacum White Burley bitkilerinin kullanilmasi 6nerilebilir.
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