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Etiological identification of virus infection of wheat by elec-
tron microscop in Turkey

Summary: Wheat plants from the infected -and steril soil were used
for source plants in the experiment in November. Examination of root-dip pre-
parations in the electron microscope indicated that all the plants from infected
s0il were infected. Rods of soil-borne wheat mosaic, virus found in roots of whe-
at in the fall, 3-5-7 weeks after sowing. The average length of the virus par-
ticles were 500 m u. Such particles were not found from healthy plants.

Morphological properties determined by electron microscopical examina-
tion and the disease symptoms in the fied were shown that the disease was soil-
-borne wheat mosaic virus in Eskisehir.

Ozet: Bu ;aliymada materyal olarak enfekte ve steril toprakta yelisti-
rilen bugdey bitkileri kullamlmugter. '

Kok-Batirma yintemi uygulanarak ekim tarihinden 3-5-7 hafta sonra
Kesim ayinda yaprlan elektron mikroskop incelemelerinde, enfekte toprakta
yetistivilen biitiin bitkiler bulasik bulunmus ve bugdny kiklerinde, toprckta
tasinan Bugday mozayk virusu cubuklar: saptanmustir. Bu pargaciklann boy-
lars ortalama 500 mp olarak dlgilmiistiir. Steril toprckta yetistirilen bugday
bitkilerinin kiklerinden yapilan preparatiarda virus gubuklanina rastlenmamistir.

Virusun elektron mikroskop ile incelenen morfolojit Gzellikleri ve tarla-
daki hastahk belirtileri, Eskisehir’de bugdaylarde giriilen hestalik  etkeni-
nin toprakla tasinan Budday Mozavik Virusu olabilecegi kanisint vermistir.
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Girig

Bugday Orta Anadolu koylisiiniin yegane gegim kaynagi olup,
bu bélgede 4 733 951 hektarda iirctimi yapilmaktadir. Eskischir’de
bugday iretim alani ise 186 716 hektardir 1).

11k defa 1973 yilinda Eskisehir’in merkeze bagh koylerinde (Gok-
geoglu, Fevziye, Kireckdy, Agapmar, Karagay) ilkbaharda bugday
bitkilerinde, yapraklarda baslangigta hafif mozayiga benzer birbi-
rini takip etmeyen sari lekeler, tarlada 6bek 6bek rozetlenme, ciice-
lesme, daha sonra rozetlenmis kissmlarda koyu yesil renklenme goériil-
miigtiir. 1977 yilinda baslayan ¢aliymalarda her yil Nisan ayinda,
bugday hasadina kadar enfekte tarlalarda yapilan gézlemlerde, bug-
day bitkilerinde rozetlenme, bodurlagma ve renk degisikliginin ya-
ninda kurumalar oldugu ve bu tip bitkilerin bagsak vermedigi, veren-
lerin de ¢ok zayif basak verdigi ve bu belirtilerin 28 ooo dekarhk ala-
na yayildig: saptanmugtir, Bitkilerdcki bu belirtiler ve tarlada hasta-
higin obck Obek, daha gok tarla girisinden baglayarak tarla igerisi-
nc dogru ilerlemesi, hastahgin toprak ilec bulasan Bugday mozayik
virusu (Sosil-borne wheat mosaic virus) olabilecegi kamsim uyan-
dirmastir.

1977-1979 yillarinda tarlada yapilan incclemelerde, hastahigin
% 100 ¢ kadar ¢ikan zararlara sebep oldugu ve hatta baz ekili alan-
larin, hasadi bcklenmeden ¢iftgi tarafindan siirildiigii izlenmigtir,
Aym yillarda yapilan saks1 denemeleri hastahigin toprakla bulasti-
gim1 gostermig, ancak scrada yapilan bulagtirma denemelerinden
yeterli sonu¢ alinamamugtir.

Yukanda belirtilen hastalik bulgularina gére Bugday mozayik
virusundan siipbeli materyaldeki virus partikiillerinin morfolojik
ozelliklerini saptamak amaci ile bu ¢aliyma yapilmigtir.

Hebert ve Coleman (5) Soil-borne wheat mosaic virusu ile en-
fekte edilmis bugday bitkilerinin ekstraktindan yapmig olduklarn
elektron mikroskop ¢aliymalarinda cqubuk seklinde partikiillerin
varligim saptamiglardir. Ayn1 sekilde hastaliksiz bugday ekstrakt-
larinda yaptiklar: incelemelerde bu partikiillere rastlamamiglardir.
Aragtiricilar elektron mikroskop preparatlarm, bitki ekstraktini 10 ooo
g de 10 dakika santrifiij ederek kaba pargalardan temizledikten son-
ra iist kismi 25 000 g de 1 saat santrifiij etmig ve ¢okeltiyi distile su
igerisinde siispansiyon yaparak hazirlamiglardir.
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Bu sckilde hazirlanan preparatlarin clektron mikroskopta ya-
pilan incelemelerinde ¢ubuk scklindeki partikiillerin 400-700 m @ bo-
yunda ve 28 my eninde oldugu saptanmijtir.

Saito ve arkadaslan (g) tarafindan Soilborne wheat mosaic vi-
rusunun clektron mikroskopi ve priifikasyonu tizerinde yapilan ¢a-
liymada, prufiye cdilmis olan ckstraktin elektron mikroskop muayene-
sinde virusun diz ¢ubuk seklinde 120-180 mu boyunda ve 25 mp
cninde partikiiller seklinde oldugu bildirilmistir.

Brandes ve arkadaglar1 (3) tarafindan Soil-borne wheat mosaic
virusunun clcktron mikroskopisi tizerinde yapilmig olan g¢aligmada
virusun priifikasyonu igin hastalikli taze yapraklar toplanmis, poly-
ethylen torbalar i¢inde 196°C’ da likit nitrojen ile dondurulmustur.
Dondurulmus yapraklar kullamlana kadar -20°C’ da éaklanm1§t1r.
Daha sonra 250 gr hastahklt yaprak sert lastik d6vegle iyice déviile-
rek ezilmigtir. Uzerinc 0.2 M Sucros, 0.1 M Potassium phosphat,
0.05 M Natrium diethyldithicarbamate ve 0.05 Natrium dithionate
kapsayan g litre PH 7 soguk saf su ilave edilerck 30 saniye blenderde
par¢alanmugtir. Eriyigin pH s1 1.0 M KOH ile 8.5°a ayarlanmus,
once bezden sonra da cam pamuktan, daha sonra da basingla celit
filtreden siiziilmiigtiir. Bakteri ve benzeri biyiik pargalardan temiz-
lenmis olan takriben 2500 ml.lik seffaf acikkahve rengi sivi 1.0 M HCL
ile pH 7.5%a ayarlanmig ve asagidaki sekilde santrifiij edilmigtir. Bi-
rincisi 20 000 g de 10 dakika, ikincisi 44 000 g de 4 saat ve tigiinciisii
de 100 000 g de 2 saat olmak iizere 3 ayr fraksiyonda santrifiij yapil-
magtir. Ikinci santrifiijden sonraki ¢okelti sakkarozsuz pH 7.5 puf-
ferde siispansiyon yapilmugtir. Son ¢okelti pH 7.5 da (% 10,20, 30,
40) dereceli sakkaroz soliisyonlan ilave edildikten sonra 50 000 g
de 2 saat santrifiij edilmigtir. Sakkarozlu solusyonlarda igerisinde
goriilebilir bulamklik olan 1 ml fraksiyondan 260-280 my biyiik-
liikkte partikiillerin bulundugu saptanmgtir. Bu partikiilleri kapsayan
birer ml.lik iki fraksiyon bir araya toplanmig ve 100 coo g de 2 saat
santrifiij edilmigtir. Cokelti, partikiillerin olgiilmesi ve virus parti-
kiillerinin clektron mikroskopta incelenmesi i¢in 0.5 ml. taze distile
su igerisinde siispansiyon yapilmistir.

Elektron mikroskop preparatlarr formvar ile kaplanmig bakir
lamlarda hazirlanmigtir. Preparat hazirlanirken hastalikh taze bug-
day yapra@ kesilerek batirma metodu uygulanmig ve oda isisinda
kurumaya brakilmigtir.

Priifiyc edilmig s1ivi uygun sayida partikiil elde ctmek igin dis-
tile su ile 107 sulandirildiktan sonra bu siispansiyondan lakh elek-
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ron mikroskop lam iizerine bir damla konmug ve oda isisinda kurut-
madan sonra preparat palladium ile gdlgelenmistir.

Kismen priifiye edilmis olan virusun negatif boyanmasi Nixon
ve Harrison (6) yontemi ile yapilmigtir. 1/1o sulandinlmig 1
ml. virus siispansiyonu 9, 1’lik phosphostungstic asit soliisyonu ile
2 ml’ye (pH 6.5) tamamlanmtir. 4.5 saat sonra bu karigimn
iist kism1 preparatin lizerine piiskiirtiilmiigtiir. Bazi aragtinicilar bo-
yamanin daha muntazam olmasi i¢in % 1 lik serum albumini kat-
muglardir.

Aragtirmacilar sadece belirti gosteren bitkilerden yapilan pre-
paratlarda virus partikiillerini gordiiklerini ve bu partikiillerin %
59 uzun 159 my (125-200 mp arasinda), % 65 inin de 160 mp
(100-225 my arasinda) oldugunu, ayrica goo my luk uzunluga sa-
hip partikiillerin de bulundugunu bildirmiglerdir. Cesitli biytklik-
teki virus partikiillerine degisik yogunluktaki sakkaroz kapsayan
tiiplerdeki cesitli tabakalarda rastlanmugtir. Bu ¢aliymada virus pru-
fikasyonu esnasinda 300 myu boyundaki partikiillerin pargalandig-
da bildirilmektedir. Virusun kalinhgi da takriben 20 mg, yani tii-
tiin mozayik virusundan kalin olarak saptanmigtir.”

Virus partikiillerinin ultrastruktiirlerinin incelenmesinde, ne-
gatif boyanmig partikiillerde gomak boyunca uzanan takriben 5 my
cninde bir i¢ yapmin bulundugu ve partikiillerin dig yéziiniin inti-
zamsiz oldugu, bazi partikiillerin de spiral yap1 gosterdigi bildiril-
migtir.

Brandes (4) tarafindan qubuk seklinde patojen bitki viruslari-
nin morfolojik olarak identifiye edilmeleri lizerine yapilan ¢aliyma-
da, bandirma yontemi ile hazirlanan preparatiarda, kahn ve etli
yapraklarin kisa, graminelerin ise preparat hazirlanirken daha uzun
siire batirmada tutulmas: 6nerilmistir. Aym1 ¢abgmada A. Canova
tarafindan kullamlan bir izolattaki Bugday Mozayik Virusu parti-
kiillerinin 160-2g0 mp. boyunda oldugu bildirilmig ve Tobacco ratt-
le virus grubu iginde gosterilmigtir.

Brakke ve arkadaglar (2) tarafindan soil-borne wheat mosaic
virusunun transmissionu iizerinde yapilan c¢aliymada, hastahikh
yaprak ve koklerden bandirma metodu ile hazirlanmig ve tungsten
oxidle gblgelendirilmis preparatlarda, bulagk tarlaya ekilmig olan
bugday bitkilerinden ekim tarihinden takriben 2-3 hafta sonra yapi-
lan preparatlarda virus partikiillerinin bulundugu saptanmustir.
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‘Elcktron mikroskopta yapilan incclemede ekimden 5 hafta sonra ya-
pilan preparatlarda adet olarak virus partikiillerinin daha sik, 7
hafta sonra yapilan preparatlarda da her preparatta virus partikiil-
lerinin bulundugu saptanmgtir.

Pacumbaba ve arkadaglari (7) tarafindan Soil-borne wheat
mosaic virusunun &zellikleri iizerinde yapilan aragtirmada fosfos-
tungstic asit ilc boyanmig yada platinle gélgelenmis prufiye Bugday
Mozayik virusu partikiillerinin elektron mikroskopta qubuk seklinde,
ortalarinin oyuk olup, boylarimin 350-442 my ve enlerinin 24-28
my bulundugu .ve ortalama boylarinin da 161 mg, enlerinin ise
26 my oldugu saptanmistir.

Rolle ve Mayr (8) tarafindan bildirilen taksonomide Bugday
Mozayik Virusu (Weizen Mosaic Virus) Rhabdoviruslar grubu igeri-
sinde yer almaktadir. '

Materyal ve Metot

Eskigehir’den hastalik belirtilerinin gériilldigi tarladan alinan
toprak, saksilara doldurularak saksilarin bir kismi otoklavda sterilize
edilmis, geri kalanlar ise hi¢ bir muamecleye tabi tutulmadan Ensti-
tii bahgesinde birbirinden tecrit edilerck topraga gomiilmiigtiir. Bu
topraklarla hazirlanan 10’ar saksiya Kose 220/39 (Hastaliga hassas),
Ak 702 (hastahga dayanikli) ve test bitkisi olarak Triticum spelta bug-
day ¢esidi 12 Ekim 1979 da ekilmigtir.

" Elektron mikroskopta ilk inceleme ekim taribinden takriben 3.5
hafta sonra 7 Kasim 1979 da, ikinci inceleme 12 Kasim 1979 da ve
ii¢iincii inceleme de ekim tarihinden 5 hafta sonra olmak izere 22
Kasim 1979 da enfekte ve sterilize edilmis topraklarda yetistirilen
Kése 220/39 bugday bitkileri kullarilarak yapilmigtir. Bunun igin
steril ve enfekte toprakta yetistirilen Kose bugdaylar: kokleri ile bir-
likte sokiilmiig, kokler akar su altinda yikanarak temizlenmis ve ku-
rutma kagidi ile fazla sulari bitkiyi zedelemeden alindiktan sonra,
kok keskin bir bistiiri ile kesilmig, formvarli elcktron mikroskop la-
m1 iizerine 6ze ile birakilan damitik su damlacigina kisa bir siire ba-
tinlmgtar.

Galigmalar AEG Zeiss EM 10 elektron mikroskop ile yapilmagtir.

Sonucglar

Steril topraga ekilmig bulunan bugdaylardan yapilan preparat-
larin- elektron mikroskopik incelemelerinde virus partikiillerine ben-
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zer comak seklindeki herhangi bir partikiile rastlanmadigi halde,
enfekte topraga ekili bitkilerden hazirlanan preparatlarin, yogun
olmamakla beraber hemen hepsinde gomak seklinde virus partikiil-
lerinin bulundugu saptanmstir. Ekimden bes hafta sonra alinan bit-
kilerin elektron mikroskopik muayenelerinde daha kisa sirede ali-
nan bitkilere nazaran virus partikiilleri daha fazla, ortalama her sa-
hada 3-5 olmak tizere goriillmiistiir (Sekil 1, 2, 3).

Tartisma

Hebert ve Coleman (5) tarafindan yapilan elcktron mikroskop
olgiimlerinde Bugday Mozayik Virusunun 400-700 mpy. boyunda
ve 28 my cninde oldugu bildirilmigtir.

Saito ve arkadaglan (9) priifiye ekstraktta virusun boyunun 120—
180 my. oldugunu, Brandes ve arkada§lar1 (3) ise Bugday Mozayik
Virusu partikiillerinin 123 300 my boyunda oldugunu b11d1rm1§-
lerdir.

Biz de yapmiy oldugumuz clektron mikroskop incelemelerinde
Bugday Mozayik virusunun Hebert ve Coleman (5) tarafindan be-
lirtildigi iizere 400-700 mp arasinda, ortalama 500 my boyunda
oldugunu ve sckillerinin de Brandes ve arkadaglan (3) ile Pacum-
baba ve arkadaglan (7) tarafindan bildirildigi iizerc gubuk seklinde
oldugunu, ortalarinda partikiil boyunca uzanan bir 6ziin bulundu-
gunu ve dig kenarlarinin intizamsiz, genel olarak uglarinin gayri
muntazam oldugunu saptamis bulunuyoruz.

erek hastaligin bulgular:, gerekse morfolojik ozelliklerine gore

bu virusun toprakla taginan Bugday mozayik virusu olabilecegi ka-
nisina varilmastir,
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R o B

Sekil 1. Batirma Yéntemi ile hazirlanmig Bugday mozayik virusunun elcktron mikroskop-
ta gorinisii Buyitme 1x76 o000

S A G

.
PP SR &
Sekil 2. Batirma Yontemu ile hazirlanmis Bugday mozayik virusunun elektron mikroskop-
ta gorinusi. Blyiitme 1x95 000
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Sekil 3. Batirma Yéntemi ile hazirlanmis Bugday mozayik virusunun elektron mikroskop-
ta gorunisii. Biyilitme. 1x76 000
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