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ABSTRACT

The present study was conducted on chestnut trees in Bursa Province and Atatiirk
Central Horticultural Research Institute in Yalova Province in Turkey during
1995-1996. At the end of the study, it was determined that the numbers of infected trees
by the Cryphonectria parasitica Canker were 70vo,30vo and 100 vo in Cumahkrzrk,
Hamamllklztk and Babasultan villages in Bursa Province, respectively. In addition, The
cultivars Vakit and Dursun were more resistant to the pathogen than the other cultivars
Firdula, Osmanollu, Hacr Omer, San Aglama and Seyrek Diken.

INTRODUCTION

Cryphonectria parasitica (Munil) Barr (=fi,n46thia parasitica (Murrill) P.J.
Anderson & H.W. Anderson) the causal fungus of chestnut blight, was first reported in
Turkey in 1967 and has virtually decreased the Turkish chestnut production (Akdolan
ve Erkman, 1968; Delen, 1975; Delen, 1979; Delen, 1980). According to the 1996
statistic, there were 2.454.000 chestnut trees in Turkey and annual production is
approximately 84.900 tons (Anonymous, 1998). European chestnut which is native
species of Turkey is grown widely on coast lines of Black Sea Region, around Marmara
Sea, western Anatolia Region until Antalya territory in the south (Erdem, 1951).
Chestnut fruits as appetizers or sweets made out of them always have a good market in
Burs:a Province in Turkey. However, Since there is no definite method of preventing the
disease, it is becoming a great problem for Turkey's chestnut production..For this
reason, the objectives of this study were to determine the incidence of Cryphonectria
parasitica Canker in Bursa Province and its pathogenicity to some Turkish chestnut
cultivars.
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MATERIALS and METHODS

Surveys were conducted in three locations including Cumalrkrzrk, Hamamlrkrzrk

and Babasultan villages in 1995 and 1996 years. Each sampling strip was l0 m wide and

the distance between each strip was 100 m. Because of the greatness of population, it
was necessary to decrease the number of samples in I : I 0 ratio (Delen, 1 975; Torsello et

al, 1994). Each tree was examined according to externel signs of the fungus and

classified as infected and uninfected. The samples were taken from a maximum of 10

blighted trees with visible signs of the fungus and put into paper bags for transportation

to the laboratory. Isolation of fungus was made on potato dextroz agar (Difco) medium
and the identification of C. parasitica was based on culture morphology, including
color. Isolates were transfened to PDA slants for long-term storage (Torsello et al, 1994).

After determining the most virulent isolate of the C. parasitica by the

preliminary studies, pathogenicity of the isolate was determined against some Turkish

chestnut cultivars according to the method of Huang et al. (1996) in Atatiirk Central

Horticulture Research Institute in Yalova Province in Turkey. However, we made some

insignificant changes in the method such as diameter of cork borer increased to 5 mm

and the number of replication was 5.

The most virulent isolate was isolated from a chestnut tree in Cumahkrzrk

Village in Bursa Province. Since canker widths and lenghts were closely correlated in

the experiment, 8 weeks after inoculation, only canker lengthts were to be considered.

RESULTS

Survey of C. parasitica was conducted in Cumallklzlk, Hamamlrkrzrk and

Babasultan villages in Bursa province because chestnut production is more important

than the other locations.

Based on the surveys, the number of the infected trees were as 70Vo,30Vo and

100Vo in Cumahkrzrk, Hamamhkrzrk and Babasultan villages, respectively (Table 1).

Table l. Locations ofsurveyed area, numberoftrees examined, numberofblighted trees and percentages of

infected trees in Bursa Province in Turkey.

Locations Number of Trees

Examined

Number of Blighted

Trees

Percentages of

Blighted Trees

Cumahktzrk

Hamamhkrzrk

Babasultan

30

l0
60

2t

3

60

70.00

30.00

100.00
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As to be seen on table 1, the natural incidence of C. parasitica canker within
chestnut trees in Bursa Province may be changed between 307o and l00%o.The reactions
of some Turkish chestnut cultivars against the pathogen were given on table 2.

Table 2. Mean canker lenghts of seven Turkish chestnut cultivars inoculatcd with a virulent isolatcs of
Cryphonecn'ia parasirica in 1996.

Code No of the Cultivar Name of Cultivar Mean canker lcnghts (mm.)*

62309

52214

5il ll
631r0

52n2

5tl0l
613 t6

Firdola

Hacr Omer

Sarr Aqlama

Seyrek Diken

Vakit

Osmano!lu

Dursun

9.2

6.8

4.6

3.0

0.0

I 1.0

0.0

* Each mean represents 5 observations

As to be seen on Table 2, significant differences in canker lenghts were found
among the Turkish cultivars and average canker lenghts among Turkish chestnut varied
from 0.0 mm on the cultivar Vakit and the cultivar Dursun to I 1.0 mm on the cultivar
Osmano!lu.

DISCUSSION

The number of infected trees varied from 30vo to 100vo (Table I ). Hovewer, we
observed many trees surviving despite repeated infections. In fact, Bursa Region is the
end of chestnut horizon on the Black Sea, Coast and Karaca (1968) reported that
incidences of C. parasitica on chestnut trees in Bursa and inegiil were 10.8Vo and8.3Vo
respectively. ln addition, Delen (1975) reported that 32.3vo of Marmara Region was
infected by the pathogen in 1975. Results of our survey showed that the canker is
becoming more severe day by day in Bursa Province.

It was also a surprise that there were significant differences in canker lenghts
among the Turkish chestnut cultivars tested (Table 2). Soylu et al. (1994) reportcd that
vakit kestanesi (52112) and Firdula (62309) were less affected by the chestnut btight
according to their field observations for 13 years. The result ofpresent study was also
the same with the cultivar Vakit esi (52112), but not with the culrivar Firdula (Table 2).
This evidence might be weak to make a decision that the Turkish chestnut cultivars are
resistant to chestnut blight, because they are originally European chestnut (Castenea
sativa). However, we suppose that dsRNA may be present within the cryphonectria
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populations in Turkey. Because there are many chestnut trees recovered from blight in

Bursa Province. Like hyphovirulence was reported in Eurupean Countries and in U.S.A.

(Dodds, 1980; Enebak et al., 1994; Heiniger and Rigling, 1994; Hillman el al, 1992;

Sillick and McDonald, 1988). Furthermore, if populations are not at equilibrium, gene

flow is likely to be overestimated because of the effects of gene flow in the past

(Milgroom and Lipari, 1995, Stalkin, 1987).

According to the present study, we may say that some Turkish chestnut cultivars

are more sensitive to the chestnut blight fungus C. parasitica (Mun.) Barr. than the

others. As to be seen on Table 2., In spite of the fact that Osmanollu and Firdola cultivars

were more sensitive, Vakit and Dursun cultivars were uneffected by the pathogen. Soylu

et al. (1994) determined that Vakit Kestanesi 52112 was also found to be less affected

by the other cultivars during the l3 years observations.

6zsr

BURSA ili rpSrAXE AGAQLARINDA KESTANE KANSERINiN
YAYGINLIK ORANI VE BAZI TURK KESTANE QE$iTLERiI\iiN

HASTALIGA KAR$I REAKSiYONLARI

Bu gahgma, Bursa ili kestane alanlannda ve Yalova ilindeki Atatiirk Bitkileri
Merkez Aragilrma Enstitiisiinde 1995-1996 yrllannda yaprlmrqhr. Qahqma sonunda

Crypfunectria Wasitica kanseri ile bulagrk alaE saysr Bursa'run Cumahkrzk, Hamamhkrzrk

ve Babasultan ktiylerinde strasryle Vo70, Vo30 ve Vo100 olarak saptandl. Aynca, patojene

karEr Vakit ve Dursun kestanelerinin denemede kullamlan difer gegitler olan Firdula,

Osmanollu, Hact Omer, San Aglama ve Seyrek Diken gegitlerinden daha dayanrkh

olduklan belirlendi.
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First Report of Bacterial Diseases on kiwifruit
(Actinidia deliciosa) in Turkey

Giiniil DEMIR
Plant Protection Research lnstitute 35040 Bornov a, izmir,Ttirkiye

ABSTRACT

The causal organism of bacterial blossom blight of kiwifruits in Turkey was clas-
sified as Pseudomonas syringae pv. syringae on the basis of laboratory tests. pathoge-

nicity tests yielded severe blights and leaf spots in the kiwifruit plants and also on some
herbaceous plants, peach and almond. The main symptoms observed in the field were
blight of young canes, fresh tip die-back, bud rot, blossom blight and brown 1eaf spots
without a halo. This is the report of P. syringae pv. syringae as causal agent of disease
on several organs of kiwifruit in Turkey.

Another symptom was observed on kiwifruit plants in the Marmara region in
Bursa province. The symptoms were darkening and rotting of cortical and woody tissues
of stem near the ground level, general wilt and finally death of the plants. Results of
morphological, physiological, biochemical tests and pathogenicity tests indicate that the
isolated bacterium belongs to the pectolytic group of genus Erwinia and to the species
E. carotovora. There is no record until now that E. carotoyora or other pectolytic group
of Erwiniq is a pathogen on kiwifruit plants. Stem isolates could not be identified at sub-
species level due to some different properties of them when compared to subsp. atoseptica
or subsp. carotovora. Our analysis indicated that the kiwifruit pathogens are phe-
notypically different from the known subspecies in E. carotovora. We consider them to
be a separate phenotypic group in E. carotovora. This is the first record ofE. carotovora
in kiwifruit plants (Actinidia deliciosa) in Turkey and possibly the first world record.

INTRODUCTION

The kiwifruit is a deciduous plant which yields well in the subtropical and tem-
perate areas of the world. Turkey is one of the few countries that are suitable for ki-
wifruit production, due to its ecological conditions. Introduction to Turkey has only a
1O-years past. East Black Sea Region is the most suitable area for kiwifruit cultivation
and also if irrigation is practised properly, this crop can be grown readily in the north-
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west and west coastal strip of Turkey (Yalgrn et al., 1998). About 50-60 thousands of ki-

wifruit vines are planted in one year, half of it was imported.

Several bacterial diseases among which were bacterial blight caused by Psettdo-

monas viridiflava (Young, 1988; Varvaro et al., 1990; Conn et al.,1993), bacterial blossom

blight caused by Pseudomonas syringae pv. syringae (Pennycook and Triggs, 1992;

Conn cr al., 1993;; Ieki, 1993; Mazarei and Mostofipour, 1994; Balestra and Varvaro,

1997) and bacterial canker caused by Pseudomonas syring,ae pv. actinidia (Takikawa ct

al., 1989; Ushiyama et a1.,1992; Scortichini and Simeoni, 1993; Koh et a|.,1996) were

reported.

ln 1997, several kiwifruit vines cv. Hayward in the province of Fethiye (west

Meditenanean) showed serious damage on buds and shoots. The symptoms on shoots

were darkening and shrivelling along the bark and also fresh tip die-back. Tl're floral

buds were darkened and rotted. The intemal tissues of such buds are found to be dark brown

and completely rotten. Small brown spots without a halo were observcd on the lcaves.

In the same year, another disease of kiwifruit was found. Samples of infccted ki-

wifruit plants were received in our laboratory from the area of Bursa province, in the

Marmara region. Lower parts of stems ol diseased plants showed darkening and rotting

ofcortical and woody tissues.

The objective of this research was to determine the causal agents of the symptoms.

MATERIALS and METHODS

Isolation of the pathogens

Isolations were made from buds, shoots, stems ancl necrotic lesions on leaves.

Samples with symptoms were washed with sterile distilled water (SDW), rinsed for 30

seconds inTOVo ethanol solution and then washed two times in SDW. Disinfected plant

parts homogenized in SDW with a sterile mortar werc strcaked on plates ol surface-

dried nutrient agar with 5olo sucrose (SNA) medipm and King's B medium (King et al.,

1954). Inoculated Petri dishes were incubated a[ 26tloC. for 3 days to allow possible

development of bacteria. Representative colonies were re- streaked to SNA to ensure

purity. Pure cultures were maintained on NGA (0.87o nutrient broth,27o glycerol, 1.87o

agar) slants at 4tloC.

Pathogenicity tests

In spring, female kiwifruit vines supplied from Olive Research Station located in

Edremit were remowed to the laboratory, Inoculations were carried out on 2-year old

pot-cultivated kiwifruit plants cv. Hayward in the growing room aL 26tl oC with 80-

857o RH. Inoculum was prepared from 24 hour old NGA cultures suspended in SDW

8



G. DEMIR

and adjusted to about 108 cfu/ml. Bacterial suspensions of first isolate obtained from
shoot, bud and leaf spots were sprayed on the leaves and also injected irrto shoots using
a 26 swg needle ancl plants were then covered with plastic bags l'or 24 hours. Known
strains of P. s. pv. syringae (bean, cherry arrd lemon strains), P.s.pv. uctinitliq (NCPPB

3739) and P. virid(lava (CFBP 1466) were used as control during thc tcsr.

Bacterial suspension of second isolate obtained from affected stcm was injected
into slroots and petioles by the same technique. Reference strains of Enrinia carotot\tra
subsp. carotovora (CFBP 2046) and E. c. subsp. atroseptica (CFBP 1546) were uscd as

control in these tests.

Control plants were treated SDW only. Re-isolations were madc from all apparent
symptoms.

Determination of host range of the kiwifruit isolates

Kiwifruit isolates obtaincd from shoots, buds an<J lcaf spots ancl known strains
mcntioned above were inoculated on some plant species such as bean, tomato, pepper,
pcas, maizc, sorghum, cucumber, watermelon, melon, peach and almoncl seedlings.
SLcm isolate of kiwifruit and reference strains of soft -ro1r Erwinia were tested on tomato,
tobacco, pepper, bean and potato seedlings.

Identification of isolates

Tltc idcntification of the bacterial isolates and thcir rc-isolates was carriecl out ac-
cording to the biochemical, physiological and nutritional tests described by Lelliotr er a/.
( 1966) and Dickey and Kelman ( 1988).

Gram stain, presencc of fluoresccnt pigmcnts on King's medium B (King et al.,
1954),LOPAT tests (levan production, oxidase react.ion, potato sofi rot, arginile cli-
hydrolase, tobacco hypersensitivity), nitrate reduction, gelatine liqucfaction, aesculin
hydrolysis, acid from sucrose, Nacl tolerance and maximum growth temperal.ure werc
evaluated.

To characterise the strains isolated from aflected kiwifruit stems tlre following
tests were used. Gram stain, nitrate reduction, indole production from tryptophane, cat-
alase reaction, reducing subsLances from sucrose, gelatine liquefaction, prcsence of ar-
ginine dihydrolase, starch hydrolysis, lccithinase activity, glucose metabolism, salt toler-
ance and pectolytic activity. The maximum temperaturc for growth was determinecl on
YDA (yeast dextrose agar) medium, incubated in water baths at 35, 36, 37, 38, 39, 40
and 4l oC for 4 days. Ice nucleation activity (lNA) was evaluated according to Linclow
et al. (1978 a).

Nutritional tests were conducted on mineral salts medium (Aycrs ct al. 1919) so-
lidified with 1.2Vo purified agar and with bromothymol blue indicator. All test com-
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pounds were sterilised by Millipore filtration and added at a final concentration of 0.1Vo

(w/v). Inoculated tubes incubated at28oC for 14 days in the dark and examined daily for

growth and acid production. Nutritional test similar to Erwinia spp. were also con-

ducted. Also 2ml ethanol/25O ml of Ayers mineral salt medium was used for an ethanol

utilisation test. Tubes without test compounds were used as control. Known strains

which were given previously were used.as control during the tests.

In addition, erythromycin sensitivity test urd growth on Logan's differential medium

(Logan, 1966) used for to distinguish E. c. subsp. atroseptica from subsp. carotovora

were also conducted for Erwinia strains.

RESULTS

Symptoms

ln 1997, the symptoms appeared in about 10Vo of the kiwifruit plants grown in
0.5 da orchard in the area of Fethiye in west Mediterranean region and included dark-

ening and shrivelling along the bark of the shoots (Fig.l), bud rotting, fresh tip die-back
(Fig. 2) and brown necrotic leaf spots without a halo (Fig. 3).

The symptoms of diseased samples received in our laboratory from the area of
Bursa included discolouration and rotting of cortical and woody tissues of stem near the

ground level, general wilt and finally death of the plants. It was observed that affected

plants continued to produce new shoot from stem near ground level when the stem cut

off under the infected area. In last observation, these plants seemed healthy.

Characterisation of isolates

The following group of bacterial strains were consistently obtained from infected
plant tissues.

l. Gram negative aerobic bacteria with polar flagellea. In LOPAT tests for the

identification of Pseudomo,nas sp. these strains were found to be negative for oxidase,

potato rot and arginine dihydrolase reaction, and positive for levan production and to-

bacco hypersensitive reaction. On King's medium B, the colonies were whitish-grey,
raised and produced a bright yellowish green diffusible fluorescent pigment. Isolates did
not grow at 37 oC and induced ice nuclei at -8 oC. These strains were characterised as

Pseudomonqs syringae according to the determinative schemes proposed by Lelliott er

al. (1966). Physiological and biochemical properties of strains are summarised in Table 1.

2. Isolates obtained from affected stems produced a positive hypersensitive re-

action on tobacco leaves and caused rot of potato slices. Colonies were greyish-white to

creamy-white, smooth, glistening and slightly raised. All strains tested were Gram neg-

ative, motile rods with peritrichous flagellae, catalase positive and oxidase negative,

l0
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showed fermentative metabolism of glucose, hydrolyzed pectin and gelatin, produced

HrS, reduced nitrate and formed reducing subtances from sucrose. They grew at 39 oC

but not at 40 oC. The aesculin hydrolysis was positive, but the anaerobic breakdown of
arginine, indole production and starch hydrolysis were negative. Acid was produced

from ethanol, maltose, rhamnose, lactose, cellobiose, mannitol, mannose and threhalose

but not from erythritol, arabitol, dulcitol, adonitol, sorbitol and xylose. Isolates streaked

on Logan's medium reduced the tetrazolium to insoluble red formazon and colonies
(about 2 mm diameter) developed a red to purple center after 24 hours. On the basis of
these results, kiwifruit strains belonged to the genus Erwinia. The results of tests are

presented in Table 2.

Table l. Tests to compare strains of Pseudomonas sp. isolated from kiwifruit wilh P. syringae pv. syringae

and P. .r. pv. actinidia

Comparative lest Kiwifruit isolates

(3 strains)

P.s. pv. syringae

(two strains)

P.s. pv. actinidia
(NCPPB 3739)a

I-evan

Oxidase

Potato rot

Arginine dihydrolase

Tobacco hypersensitivity

Nitrate reduction

Fluorescent pigment

Gelatine liquefaction

Aesculin hydrolysis

Acid from sucrose

Utilization of:

Sucrose

D(+) xylose

D(+) mannose

D-raffinose

D-mannitol

D-sorbitol

m-inositol

L-arabitol

i-erythritol

L(+) tartrate

Ethanol

Crowth at 37oC

Growth in 57o NaCl

Almond seedling infection

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

a NCPPB, National Collection of Plant Pathogenic Bacteria, Harpenden, UK.
+, positive; -, negative; w, weak

ll
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Tablc 2. Tests to compare kiwifiuit isolates with strains of Eru,inia carolovora subsp. curnlavora E. ca-
roloyora subsp. atrosclttica and E. chrysanthemi

Tests Ecc (CFBP2046) Eca(CFBPI546) E. chrysantheniaKiwifruit
isolates

Potato soft rot

Tobacco HR

Nitrate reduction

Celatin liquetaction

o/F
Starch hydrolysis

Production of indole

Reducing substance from sucrose

[rcithinase
Phosphatase

Arginine dihydrolase

Crowth at 37 oC

Growth at 39 oC

Acid from:

lactose

maltose

L(+) rhamnose

D(+)cellobiose

threhalose

dulcitol

adonitol

i-erythritol

D(-)sorbitol
D(+)xylose

L(-)arabinose

ethanole

Growth in 57o NaCl

Erythromycin sensitivity

Blue pigment on GYCA
Potato plants infection

+

+

+

+

F

+

+

F

+

+

+

+

F

+

+

+

+

F

+

+

+
f

+

+

+

nl

+

+
+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

R

+

+

+

R

nt

nt

nt

nt

nt

nt

S

+
+

+, positive; -, negative; w, weak; nt, not tested; R, resistent; S, sensitive
a Reactions are from Malathrakis and Goumas (1987)

CFBP, Collection FranEaise de Bactdries Phytopathogdnes, Angers, France.

As shown in Table 2, differences in maltose (+ and -) and reducing subtances
from sucrose (+ and -) were determined by comparing kiwifruit isolates and control
strain (E. carotovora subsp. carotovora) CFBP 2046, respectively. Some differences
also were determined between kiwifruit stem isolates and control strain (8. carotovora
subsp. atroseptica) CFBP 1546. Differences in ethanol (+ and -) and growth at 39 oC (+ and )
can be seen in the same table. Colonies of kiwifruit isolates were more similar to Eca
than Ecc on King B or SNA medium. But on Logan's differential medium (Logan,

t2
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1966), kiwifruit isolates showed similar colony morphology and growth properties with
control strain (8. cerotovora subsp. carotovorz) CFBP 2046 and they were very differ-
ent from control strain (8. carotovora subsp. atroseptica) CFBp 1546.

Isolates of kiwifruit were not identcal with E. chysanthemi because they have
some different characters when compared to E. chysanthemi in some distinctive tests
(Table 2.)

Fig L Natural symptoms on shoots of kiwifruit plants
caused by Pseudontonas syringae pv. syringac

Fig 2. Fresh tip die-back causedy by p.s.pv. syringac

Fig 3. Brown necrotic leaf spors of bacterial blight
disease of kiwifiuit

dr i rr i,l
Fig 4. Rotted main veins of kiwifiuit leaves artif._

ically inoculated with Eru,inia (.arotot ora

t3
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Pathogenicity tests

Kiwifruit isolates classified as P. syringae pv. syringaa caused shoot blight

symptoms four days after shoot inoculation of young kiwifruit plants. Inoculated shoots

were completely died in l0 days. When kiwifruit leaves were sprayed with a bacterial

suspension of the same strains brown spots without a halo appeared in 6 to 8 days.

Young kiwifruit plants inoculated with sterile distilled water or with the bean, cherry

and lemon strains of P . syringae pv. syringae did not show any symptoms and grew nor-

mally. Inoculations made with the reference strain of P. syringae pv. qctinidiae caused

tiny cankers at the inoculation sites and leaf spots surrounded by a chlorotic haloes.

Strains from Bursa and characterised as the pectolytic group of the genus Er-
winia caused severe rot of the shoot and petioles in 2-3 days, Rotting were spread along

the main veins of the leaves and affected leaves dropped (Fig. 4). Disease development

was very rapid under conditions of high temperature and humidity. Reference strain of
E. corotovora svbsp. atroseptica only showed slight rotting ll days after inoculation.

No symptoms appeared on the plants inoculated with E. carotovora subsp. carotovora

or sterile distilled water.

Isolates obtained from the artificially infected plants were identical to those used

as inocula, on the basis of morphological, physiological and biochemical tests.

Host range tests

Isolates characterised as P. syringae pv. syringae caused blight symptoms on

bean, peas, tomato, pepper, watermelon, sorghum, maize, peach and almond seedlings.

P. syringae pv. actinidiae did not cause any symptom on above mentioned plant species.

Isolates obtained from stem rot showed severe rotting symptoms on potato, to-

mato, tobacco, bean and pepper seedlings.

DISCUSSION

In the present research, P. s. pv. syringae that causes shoot and bud blight symp-

toms of kiwifruit was isolated md characterized. This bacterial species are well known

pathogenic bacterium which can cause disease on different organs (leaves, buds, blos-

soms, twigs) of many herbaceous and arboraceous plant species (Bradbury, 1986) and

have been reported to cause blossom blight of kiwifruit (Pennycook and Triggs, 1992;

Conn e/ al., 1993 leki, 1993; M:azarei and Mostofipour, 1994; Balestra and Varvaro,

1997). P. syringae pv. syringae is a nonspecific epiphytic bacterium and can survive on

leaves, buds and twigs of kiwifruit plants (Young et al., 1988). Pathogen, surviving epi-
phytically, can present an important source of inoculum on kiwifruit phylloplane. Mild
temperatures, frequent rainfalls and high RH values facilitate their spread (Balestra and

Varvaro, 1995). On kiwifruit plants, P. syringae pv. syringae wru reported to be effective

14
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INA agents (Young, 1987), it appears to be dangerous on kiwifruit buds, especially with
sudden decreases of temperature by its higher INA (Lindow et al. 1978 b; Varvaro et al.,
1990). It may be possible to say that the kiwifruit isolates of P. syringae pv. syringae
have some difference from the others according to their pathogenicity test results, al-
though on the basis of biochemical tests they could not be differentiated from isolates of
this pathovar from other hosts. As known, other isolates obtained from bean, lemon and

cherry of this pathovar did not cause any symptom on young kiwifruit plants in the pa-
thogenicity tests. However, it was not determined any specificity between isolates and
host plant. This is the first report of P. syringae pv. syringae as causal agent of disease

on floral buds and twigs of kiwifruit plants cv. Hayward in Turkey.

Another part of this study was aimed to determine causal agent of stem rotting
symptoms on kiwifruit plants. Results indicate that the isolated bacterium belongs to the
pectolytic group of genus Erwinia and to the species E. carotovora. There is no record
until now that E. carotovora or other pectolytic group of Erwinia is a pathogen on ki-
wifruit plants. Stem isolates could not be identified at subspecies level due to different
properties of them when compared to subsp. atroseptica or subsp. carotovora. Our anal-
ysis indicated that the kiwifruit pathogens are phenotypically different from the known
subspecies tn E. carotovora. We consider them to be a seperate phenotypic group in .E'.

carotovora. Verdonck et al. (1981) seperated several phenons within E. carotovora at a
high level of similarity. Consecutively adequate differentiation between some soft rot
groups was sometimes difficult. There are more than 40 serogroups of E. carotovora
and five of E. c. atroseptica based on surface antigens (De Boer et. a1.,1979,1987). It
may be possible to say that the kiwifruit isolates were a new subspeies which were spe-
cialize to kiwifruit, but it was determined that these isolates caused very rapid rotting
symptoms on some other inoculated plant species. Soft rot erwinias are known to sur-
vive in the rhizosphere of many crops (Burr and Schroth, 1977). However, it is difficult
to establish the source of primary inoculum and to explain the rapid death of the ki-
wifruit plants. This is the first record of E. carotovora in kiwifruit plants (Actinidia de-

liciosa) in Turkey and possibly the first world record.

Considering the increasing economic importance of this fruit in Turkey, attention
should be given to these pathogens to avoid losses. Further research will be planned.

6zsr
TURKiYE' DE KiWiLER DE (Ac t i nidia de lic io s a ) COnuLBI.[ BAKTERiYEL

HASTALIKLARIN iIX NIPONU

Ti.irkiye'de, kiwi bitkilerinde gigek yanrkhfrna neden olan organizma, laboratuvar
testlerinin sonucuna gore Pseudomonas syringae pv . syringae olarak tanrlanml$tlr. Kiwi bit-
kilerinde yiiriitiilen patojenisite testlerinde, ciddi yanrkhklar ve yaprak lekeleri meydana
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geldi. Benzer belirtiler bazr otsu bitkilerde, qeftali ve badem fidelerinde de elde edil-
migtir. Geng siirgiinlerde yanrkhk, geng uglarda geriye ciliim, tomurcuklarda giiriime,

gigek yanrkhlr ve gevresi hale ile gevrili olmayan kahverengi yaprak lekeleri arazide

g6zlenen ana belirtilerdi. Bu gahqma, P. syringae pv. syring,ae' nin Tiirkiye'de kiwilerde
gigek tomurcuklannda ve siirglinlerde hastahk nedeni oldulunu ortaya koyan ilk ra-

pordur.

Bursa ilinde bulunan bir bahgede kiwi bitkilerinde bir bagka belirti daha

gcizlenmigtir. Belirtiler; gcivdenin toprak yiizeyine yaktn olan krsrmlannda kabuk ve

odun dokularrnrn kararmasr ve giiri.imesi, genel solgunluk ve sonunda bitkilerin riliimi.i
qeklindeydi. Morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlerin ve patojenisite testlerinin
sonuglarr, izole edilen bakterinin Erwinia srnrfrnrn pektolitik grubuna ve E. carotovora
ti.iriine ait oldufunu ortaya koymaktadrr. Bugiine kadar E. carotovora veya difer pek-

tolitik grup erwinialann kiwi bitkilerinde patojen oldulunu belirten bir kayrt yoktur.
Gcivde izolatlan, subspecies carotovora veya subspecies atroseptica ile kargrltqtrnldrlrnda,

bazr farkh tizellikler taqrmalarr nedeniyle alt tiir diizeyinde tanrlanamamr$trr. Bulgulan-
mrz, kiwi patojeninin E. carotovora'nrn bilinen alt tiirlerinden fenotipik olarak farklr
oldu[unu gdstermigtir. Biz, kiwi patojeninin E. carotovora tiirii iginde ayn bir penotip

oldulu diiqi.incesindeyiz. Bu gahqma, kiwi bitkilerinde E. carotovora'mn varlrlrnrn
Ti.irkiye'de ve muhtemelen diinyada ilk kaydtdtr,
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Rolle von Avenaluminen bei der Besiedlung der Getreide durch ff. sp.
von Erysiphe graminis

Nedim qETiNKAYA
Ege Universitiit, Landwirtschaftliche Fakultdt, Abteilung ftir Pflanzenschutz

35 I 00 Bornova-lzmir/TU RKEI

ZUSAMMENFASSUNG

Es solte untersucltt werden, ob die Avenalumine an der Resistenz von
Haferbl6ttern gegen ff. sp. von Erysiphe graminis entscheidend beteiligt sind, und wenn
dies zutrifft, ob auf Bliitter aufgespriihte Lrisungen rciner Avenalumine die Pathogenese

nachhaltig beeinflussen kiinnen. Versuche zur Kliirung dieser Frage wurden sowohl mit
abgetrennten Bliittem als auch an intakten Haferpflanzen von cv. "Erbgrafl'durchgeftihrt.
An abgetrennten Bliittem bewirkten Endkonzentrationen von 70-130 pg/g TG an

Avenalumin 1 zum Zeitpunkt der protektiven Spriihapplikationen eine betriichtliche und
signifikante Befallsreduktion 8 Tage p.i.. Bei den mit hohen Konzentrationen von
700-800 pg/g TG behandelten intakten Pflanzen wurde eine starke Reduktion der
Entwicklung der f. sp. avenae festgestellt. Postinfektionelle Anwendungen I und 3 Tage
p.i. mit Avenalumin I und 2 bewirkten in allen Varianten eine gleichartige, signifikante
Reduktion des Befalls mit der f . sp. avenac, der allerdings deutlich geringer war als bei
protektiver Anwendung. Eine protektive Spri.ihapplikation von Avenalumin I und 2 an
Weizen und Gerste fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der entsprechenden
kompatiblen f. sp. triticl oder hordei.

EINLEITUNG

Unter den Abwehrfaktoren von Pflanzen gegen Pilzbefall scheint den
Phytoalexinen eine besondere Rolle zuzukommen (BAILEY & MANSFIELD, 1982).
Die genaue Wirkungsweise von Phytoalexinen ist in vielen Fdllen noch unklar. Meist
reagiert das toxische Prinzip mit Membranen und fiihrt zu einer St6rung ihrer
Funktionen (osswALD & ELSTNER, 1984). Dadurch kann das Pilzwachstum
wiihrend oder nach erflolgter Penetration begrenzt werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Akkumulation preinfektionell angewandter und
postinfektionell gebildeter Phytoalexine zu bestimmen und ihre Bedeutung fiir die
Abwehr gegentiber formae speciales von Erysiphe graminis zu untersuchen. K6nnen auf
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ROLLE VON AVENALUMINEN BEI DER BESIEDLUNC DER GETREIDE DURCH ff.SP.

VON Er'vsryrfie grumirtis

Bliitter applizierte Ldsungen von reinem Avenalumin I und 2 die Entwicklung von ff.

sp. Erys i phe grami ni s beeinflussen?

MATERIAL UND METHODEN

Vorbereitung der Avenaluminliisungen: Syntl-retisch hergestellte Avcnalumine

wurden in Dimethylformamid vorgeliist und in sterilisiertes Leitungswasser (max.0.1o/o

DMF) oder unmittelbar in sterilisiertes Leitungswasser mit einer Endkonzentration von

200 pg/ml zugegeben.

Anwendung der Avenaluminliisungen

Abgetrennte Bliitter: Die Primiirbl[tter in Schalen gewachsener Haferpflanzen

wurden 6 cm lang abgeschnitten und je Petrischale 8 Bliitter auf einen gerade

erstarrcnden Benzimidazolagar ausgelegt. AnschlieBencl wurdc die Bliitter mit der vor-

bereiteten Avenaluminkisung mittels eines Handspriihers vorsichtig und weitgehend

oberfliichendeckend bespriiht. Die Schalen wurden ftir 24 Stunden ohne Deckel im Ab-

zug zur Lufttrocknung belassen. Am nzichsten Tag wurden die Avenalumibehandelten

und-unbehandelten Bliitter mit 80 mg Konidien im Impfturm inokuliert und 8 Tage im

Klimaschrank inkubiert. Die Proben fiir eine Avenaluminanalyse wurden2,4,6 und 8

Tage p.i. entnommen und eingefroren. Pusteln wurden 8 Tage nach der Inokulation

gez[hlt.

Intakte Pflanzen: Die Hafer- cv. "Erbgraf' sowie die Weizen- cv. "Kanzler"

und Gerstenpflanzen cv. "Aura" wurden ausgerichtet, mit Avenaluminlcisung mittels

einer Airbrush mit einem Druck von 3 bar bespriiht und liir 24 Stunden im Kli-

maschrank bei 20 oC zur Luftrocknung belassen. Am niichsten Tag wurden die Pflanzen

inokuliert, inkubiert und zur Analyse vorbereitet.

ERGEBNISSE

Mehltaubefall an abgetrennten Haferbliittern
(gespriiht mit Avenaluminliisungen)

Avenalumin I in Wasser (EWAvlA) bewirkte, protektiv appliziert, eine Be-

fallsverminderung der f . sp. avenae um 97o/o (Abb. I ), in DMF vorgeltist und in Wasser

verdiinnt (EDAvlA) um S5Vo.lnteressanterweise waren bei Wasser allein (EWA) bzw.

0.017o wlissriger DMF-Lrisung (EDA) ebenfalls eine Befallsreduktion zu beobachten,

clie allerdings geringer war als die durch Avenalumin l. Wiihrend dieser Versuche

wurden alle 2 Tage Proben genommen und auf ihren Gehalt an Avenalumin I

analysiert.
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f,sp. avenac ohne Vorbehrurdlung

f .sp. ave nac nach Vorbehandlung mit Wasser

EA EWA EWAvIA EOA EDAVIA

Abb. l. Wirkung einer Spriihapplikation von Avenalumin I auf auf den Mehltaubefall an Bliittern cv. "Erb-
graf" 8 Tage p.i.

EA:
EWA
EWAvIA : ll.sp. avcnac nach Vorbehandlung mit Avenalumin I in Wasser

EDA : f .sp. at,enae nach Vorbehandlung lnit wlissriger DMF (mru. 0.01olo)

EDAvIA : f.sp. avcnac naah Vorbehandlung rnit Avenalumin I in DMF (max. 0.01olo)

Bei direkt in Wasser geliistem Avenalumin I betrug der Gehalt der gleich nach
der Spriihapplikation genommenen Proben 132 ttglg TG und lag damit in einem
Bereich, der in Haferbllittern induziert werden kann.
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Abb. 2. Verlaufder Avenaluminsynthesc bei unbehandelten und vorbehandelten Haferbliittern cv. "Erbgraf"
EK:
EA:
EW:

Unbehandelte Kontrolle
lnokulation rnit f. sp. avcnae ohne Vorbehandlung

Wasservorbehandlung ohne lnokulation
EWA : lnokulation mit t'.sp. avenae nach Vorbehandlung nrit Wasser

EWAvI : Vorbehandlung mit Avenalumin I in Wasser ohne Inokulation

EWAvIA : Inokulation mit f.sp. avcnae nach Vorbehandlung mit Avenalumin I in Wasser
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VON Erysrirlre I r(un i n i s

Ab dem 4. Tag der Inkubationszeit war bei allen Varianten eine deutliche Steige-

rung der Synthese von Avenalumin I zu erkennen (Abb. 2). Sie war sowohl bei der un-

behandelten Kontrolle (EK), der Wasserkontrolle (EW) und der Avenaluminkontrolle
(EWAvl), also ohne nachfolgende Inokulation mit der f . sp. avenae, deutlich ausgepriigt,

Beim in DMF vorgel<istem und mit Wasser auf 0.01o/o verdiinntem Avenalumin I

betrug der Gehalt in Haferbliittern gleich nach der Spri.ihapplikation 70 pg/g TG.
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Abb. 3. Verlaufder Avenaluminsynthese bei unbehandelten und vorbehandeltcn Haferbliiltcrn cv. "Erbgraf"
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EK:
EA:

ED:

Unbehandclte Kontrolle

lnokulation mil t.sp. avenac ohne Vorbchandlung

DMF-Vorbehandlung ohne Inokulation

EDA : Inokulation mit f.sp. avenac nach Vorbchandlung nrit wlissriger DMF

EDAvI : Vorbehandlung nrit Avenalumin I in DMF olrne Inokulation

EDAvIA : Inokulation mit l'.sp. atenac nach Vorbehandlung nrit Avcnalunrin I in DMF

Hinsichtlich der Avenaluminsynthese ergab ein iihnlicher Verlauf (Abb, 3), wie
bei dem direkt in Wasser geliisten Avenalurnin I (Abb. 2). Auch hicr war bei un-

behandelten Bliittern (EK), der DMF-Kontrollc und der Avcnaluminkontrolle, also ohne

Einwirkung der phytopathogenen Pilzc, ab dcm 4. Tag der Inkubationszeit eine deut-

liche Steigerung der Synthese von Avenalumin I zu messen. Die Avenalumingehalte fiir
die Wasser-und DMF-kontrollen waren allerdings um etwa 50Vo geringer als in den

Varianten mit nachfolgender Inokulation durch die f. sp. avenae von E. graminis.

In einem weiteren Versuch mit abgetrennten Bldttern wurde eine hcjher kon-
zentrierte wlissrige Lcisung von Avenalumin I appliziert. Gleich nach dem Sprtihen
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betrug der Gehalt 850 pglg TG. Auch diescs Mal wurde der Mehltaubefall um 97Vo re-
duziert (Abb. 4). Durch Wasser allein wurde der Avenalumingehalt nicht gesteigert.

EWA ETT'AVIA

Abb. 4. Wirkung einer Spr0happlikation von Avcnalumin I auf auf den Mehlraubefall nn Blgttern cv. .'Erbgraf"

8 Tage p.i.

EA : Inokulation mit f. sp. avenae ohne Vorbehrurdlung

EWA: Inokulation mit f,sp. avenae nach Vorbehandlung mit Wasser

EWAvIA : Inokulation mit f.sp. avcnae nrch Vorbehandlung mit Avenalumin I in Wasser
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Abb. 5. Verlauf der Avenaluminsynthcsc bei unbchandcltcn und vorbehandeltcn Haferbliinern cv. ..Erbgraf'

EAvl : Vorbehandlung mit Avenalumin I in Wuscr ohnc tnokulation
EAvIA : lnokulation mit isp. avenae nach vorbchandlung mit Avenalumin I in wasser
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VON Er1'spft e grarn i tt is

Bei der hciheren Aufwandmenge war praktisch keine de ,?ovo Synthese von

Avenalumin vorhanden (Abb. 5). Der Gehalt lag iiber die ganze Inkubationszeit auf

etwa gleichem Niveau. Es sieht also so aus als hatte die hohe aufgespri.ihte Menge an

Avenalumin 1 auf bisher unbekannte Weise eine Auslcisung der Synthese, besonders in

der zweiten Hiilfte der Inkubationszeit (siehe Abb. 3, 5), unterbunden.

Mehltaubefall an intakten Haferpflanzen (gespriiht mit Avenaluminliisungen)

Da sich abgetrennte Bllitter hinsichtlich ihrer physiologischen Reaktionen von de-

nen intakter Pflanzen oft erheblich unterscheiden, wurden entsprechende Untersuchungen

auch an Bldttern intakter Pflanzen durchgefiihrt.

ab
54,5

Abb. 6. Wirkung einer Spriihapplikation von Avenalumin I auf auf den Mehltaubefall an BlAttern cv. "Erbgraf"

8 Tage p.i.

EA : Inokulation mit f. sp. at,uruc oltne Vorbehiurdlung

EWA: Inokulation mit f.sp. avetnc nach Vorbehandlung mit Wasser

EWAvIA : Inokulation mit f.sp. avenac nach Vorbehandlung mit Avenalumin I in Wasser

Beim ersten Versuch mit einer Konzentration von 700 Pglg TG Avenalumin I

unmittelbar nach der Spriihapplikation wurde die Entwicklung der nachfolgend

inokulierten f , sp. avenae signifikant verringert (Abb. 6). Bei der Wasserkontrolle war

eine Tendenz zu geringerem Pilzbefall zu erkennen.

Wiihrend der Inkubationszeit war keine Erhcihung der Avenaluminsynthese fest-

zustellen (Abb. 7). Im Gegenteil, der hohe Avenalumingehalt direkt nach der

Spriihapplikation verringerte sich kontiniunierlich und lag nach 8 Tagen Inkubationszeit

nur noch bei 507o der Ausgangskonzentration. Bei den unbehandelten Pflanzen und den

Wasserkontrollen war der Gehalt nach 8 Tagen 4 bzw.l07 pg/g TG. Demnach hatte

auch hier keine de novo Synthese von Avenaluminen stattgefunden.
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Abb. 7. Verlauf der Avenaluminsynthese bei unbehandelten und vorbehandelten HaferblAftern cv. "Erbgrafl'
EAvl : Vorbehandlung mit Avenalumin I in Wasser ohne lnokulation
EAvIA : Inokulation mit f.sp. avenac nach Vorbehandlung mit Avenalumin I in Wasser

In einem weiteren Versuch wurde gepriift, ob von Avenalumin 2 eine iihnliche
Wirkung ausgeht wie von Avenalumin l. Nach der Spriihapplikation betrug der Gehalt
815 pg/g TG. Bis 8 Tage p.i. war die Entwicklung der f. sp. avenqe an den Bl[ttem von
cv. "Erbgrafl' fast vtillig unterdriickt (Abb. 8). Wlihrend der Inokulationsperiode sank
der Avenalumingehalt kontinuierlich ab (Abb. 9), lag aber bei der inokulierten Variante
auf einem insgesamt hciheren Niveau.

EA EWA €WAVIIA
Abb. 8. Wirkung einer Avenalumin 2-Ldsung auf den Mehltaubefall an Haferpflanzen

EA : Inokulation mit f. sp. avenae ohne Vorbehandlung
EWA: lnokulation mit f.sp. avenae nachYorbehandlung mit Wasser

EWAvIIA : lnokulation mit f.sp. avenae nach Vorbehandlung mit Avenalumin 2 in Wasser
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Abb. 8. Verlauf der Avenaluminsynthese bei unbehandelten und vorbehandelten Haferbl[ttern

EAvll: Vorbehandlung mit Avenalurnin 2 in Wasser ohne lnokulation

EAvllA : Inokulation rnit f.sp. avenac nach Vorbehandlung mit Avenalumin 2 in Wasser

Der Gehalt unbehandelter Bliitter und der Wasserkontrolle betrug zu Ver-
suchsende nach 8 Tagen l0 bzw. 34 Fglg TG. Es war demnach keine Neusynthese von
Avenalumin 2 erfolgt. In einer Wiederholung dieser Versuche mit einem Gehalt von
800 Avenalumin 2 ltglg TG unmittelbar nach der Spriihapplikation wurde ein ver-
gleichbares Resultat erhalten (Abb. l0).

EA EI,\'A EIiYAVIIA

Abb. 10. Wirkung einer Avenalumin 2-Ldsung auf den Mehltaubefall an Haferpflanzen

EA : lnokulation mit f. sp. avenae ohne Vorbehandlung

EWA: Inokulation mit f.sp. avenae nach Vorbehandlung mit Wasser

EWAvllA : Inokulation mit f.sp. avenae nach Vorbehandlung mit Avenalumin 2 in Wasser
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Hier war bei der Wasserkontrolle ein signifikant geringerer Befall vorhanden, der
allerdings noch deutlich h6her war, als bei der Avenaluminbehandlung mit 99Vo Wir-
kungsgrad. Auch in diesem versuch sank die hohe Ausgangskonzentration von 800 pglg
TG kontinuierlich ab und betrug am versuchsende nur noch 393 pglg TG. Der Gehalt
an Avenalumin 2 von Bldttern unbehandelter Pflanzen und denen der Wasserkontrolle
lag bei Versuchsende nach 8 Tagen bei 10 bzw. 82.5 pglg TG.

Bisher waren alle Behandlungen protektiv erfolgt. Es wurde daher untersucht, ob
und in welchem MaBe postinfektionelle Spri.ihapplikationen von Avenalumin I und 2
eine antimykotische Wirkung haben. Dazu wurden 1bzw.3 Tage p.i. Ldsungen
appliziert, die jeweils zu einem Gehalt an Avenalumin I und 2 von 200 Fg/g TG un-
mittelbar nach der Behandlung fiihrten.

a
4"1 ,2

b
19, 1

t)
24,7

EAIAvI EAIAVII EA3AVI E,$AVII

Abb. I l. Mehltaubefall mit Avenalumin I und 2 nachbehandelten Hat'erpflanzen

EA : Inokulation mit f. sp. avenacohne Nachbehandlung

EAlAvl : Avenalumin I in Wasser I Tag nach einer Inokulation nilf . sp. avcnae

EA lAvll : Avenalumin 2 in Wasser I Tag nach einer Inokulation mitf . sp. avenac
EA3Avl : Avenalumin I in Wasser 3 Tage nach einer lnokulation mitf . sp. avcnac
EA3Avll : Avenalumin 2 in Wasser 3 Tage nach einer Inokulation mitf . sp. at,enac

In allen F[llen fi.ihrten die postinfektionellen Behandlungen zu einem signifikant
geringeren Befall (Abb. ll). Die Reduktionen waren allerdings deutlich geringer als bei
protektiver Applikation.

Mehltaubefall an intakten weizen- und Gerstenpflanzen (gespriiht mit
Avenaluminliisungen)

Wenn die Avenalumine eine Besiedlung von Haferbliittern durch die f . sp. n-itici
und f. sp. hordei verhindern, dann sollten sie auf Bliitter von weizen- bzw.
Gerstenpflanzen appliziert die Entwicklung der an diesen Pflanzen kompatiblen Patho-
gene weitgehend unterbinden kcinnen. In versuchen mit cv, "Kanzler" und cv. "Aura"
wurde diese Hypothese besHtigt.
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An Weizen bewirkten Avenalumin 1 und 2 eine signifikante und gleich hohe

Reduktion der Befallsentwicklung der kompatiblen f. sp. tritici (Abb.12).

70
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Abb. 12. Wirkung von Avenalumin I (KAtT) und Avenalumin 2 (KA2T) auf den Befall von cv. "Kanzler"

durch die kompatible f. sp. titici von Erysiphc graminis 8 Tage p.i'

Die unmittelbar nach den Spriihapplikationen vorhandenen Konzentrationen an

Avenalumin 1 und 2 von jeweils 800 pg/g TG waren am Versuchsende nach 8 Tagen

erheblich verringert. Ftir Avenalumin I waren nur noch 12.7 und fiir Avenalumin 2 nur

noch 70.6 Fglg TG nachzuweisen

AA1A AA2A

Abb. 12. Wirkung von Avenalumin I (AAIH) und Avenalumin 2 (AA2H) auf den Befall von cv. "Aura"

durch die kompatible f'. sp. hortlei von Erysiphe g,rantinis 8 Tage p.i'

28

KT

(v
€g. so
E
r{o
u20
o-

50

4A

10

AA



N. QETINKAYA

An Cerste bewirkten die Avenalumine 1 und 2 eine gleich hohe Reduktion des
Befalls mit cler kompatiblen f . sp. hordei (Abb. l3).

Die unmittelbar nach den Spriihapplikationen vorhandenen Konzentrationen von
800 pglg TG waren am Versuchsende nach 8 Tagen erheblich verringert. F[ir Avenalumin
1 waren nur noch 25.9 und fiir Avenalumin 2 nur 96.3 ltglgTG machzuweisen.

DISKUSSION

In dieser Arbeit, konnte nachgewiesen werden, da8 Avenalumine an der
Resistenz (Getreidepflanzen) gegen E. graminis eine entscheidende Rolle ubernehmen.

An abgetrennten Haferbliittem bewirkten Endkonzentrationen von 70-130 pglg
TG an Avenalumin 1 zum Zeitpunkt der protektiven Sprtihapplikationen eine
betriichtliche und signifikante Befallsreduktion 8 Tage p.i.. Bei der Avenaluminanalyse
2,4,6 und 8 Tage nach Anwendung ergab sich ein interessantes Phiinomen. Ab dem 4. Tag
war bei der unbehandelten Kontrolle, der Wesserkontrolle und der Avenaluminapplikation
-ohne nachfolgende Inokulation mit der f . sp. avenae- ein deutlicher Anstieg der Av-
enaluminsynthese festzustellen. Dies ist mit groBer Wahrscheinlichkeit auf eine
zunehmende Seneszenz der abgetrennten Bl:itter zuriickzuflihren, worauf auch schon
JERSCH (1986) hingewiesen hatte. wurden statt 10 pg/g TG hiihere Mengen von
Avenalumin I von 800 Fg/g TG appliziert, dann war die Entwicklung der f. sp. avenae
erwartungsgemiiB dratisch reduziert. Es erfolgte aber kaum eine de novo Synthese von
Avenalumin. Dies ktinnte bedeuten, daB die hcihere Avenaluminkonzentration auf bisher
unbekannte Weise eine Induktion der Synthese bzw. den Syntheseablauf hemmen kann.

Wegen der Seneszenzeffekte abgetrennter Bliitter wurden Avenalumin 1 und 2
auch auf Bllitter intakter Pflanzen gesprtiht. Die hohen Konzentrationen von 700-800
Fglg TG bewirkten eine starke Reduktion der Entwicklung der f . sp. avenae, wobei
Avenalumin 2 eine deutlich bessere Wirkung hatte als Avenalumin l. Auch hier erfolgte
keine de novo Synthese von Avenaluminen.

Neben einer protektiven Spriihapplikation wurde auch die Wirkung einer post-
infektionellen Anwendung I und 3 Tage p.i. gepriift. Avenalumin I und 2 bewirkten in
allen Varianten eine gleichartige, signifikante Reduktion des Befalls mit der f . sp. avenae,
der allerdings deutlich geringer war als bei protektiver Anwendung.

Von besonderer Bedeutung sind die Ergebnisse mit dem Winterweizen cv. "Kanz-
ler" und der Sommergerste cv. "Aura". Hier fiihrte eine protektive Sprilhapplikation von
Avenalumin I und 2 zu einer signifikanten Reduktion der entsprechenden kompatiblen
Lsp. tritici oder hordei.

Die Ergebnisse komplementieren die Befunde zur induzierten Resistenz und
bestiitigen noch einmal die Rolle der Avenalumine an der Getreidepflanzen bei der
Abwehr von ff. sp. von graminis.
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6znt
TAHILLARIN Erysiphe graminis' e KAR$I DAYANIKLILICINDA

AVENALUMiT'IIPNiN ROLLERi

Bu galrgmada Avenaluminlerin yulaf, bulday ve arpa yapraklanntn E. graminis,

kiillemeye karqr dayanrkhhlrndaki roli.i araEtrnldt. Saf Avenaluminler Erbgraf yulaf
gegidinde kesilmiq yapraklara veya intakt bitkiler iizerine piiskiirtiildiikten sonra hastahk

geligimi izlendi. Kesilmig yapraklarda koruyucu olarak Avenalumin 70-130 pglg KA
(kuru aErrhk) konsantrasyonunda uygulanmasl sonucu hastallk Eiddetinde infeksiyondan

8 giin sonra kolayhkla farkedilen ve istatistiki olarak da grkan bir azalma gcizlenmiqtir.

Intakt bitki ile gahqrldrlrnda uygulanan yiiksek dozlar (700-800 ttg/g KA) f. sp. avenae

infeksiyonunu gok yiiksek oranda a,zaltrnl$tlr. Postinfeksiyonel (1-3 giinliik) uygulamalar

koruyucu uygulamalara gdre daha di.igilk etkide bulunmugtur. Kanzler (buEday) ve Aura
(arpa) gegitlerine yaprlan muamelenin de hastahk qiddetini azalttrlr bulunmugtur.

Bu sonuglara dayanrlarak, Avenaluminlerin tahll gegitlerinin kiilleme hastahlrna

karqr dayanrklrhlrn uyarrlmasrnda ijnemli bir rol iistlendikleri kantstna varrlmlgttr.
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Untersuchungen i.iber die induzierten Resistenz an Hafer gegen Erysiphe
graminis durch Vorinokulatioq mit inkompatiblen ff. sp. des Erregers

Nedim QETINKAYA
Ege Universitiit, Landwirtschaftliche FakultAt, Abteilung flir Pflanzenschutz
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ZUSAMMENFASSUNG

Welche Rolle spielen die induzierbaren Phytoalexine in Bliittem von Haferpflanzen
bei der Abwehr von ff. sp. von Erysiphe graminis? Zur Kliirung dieser Frage wurde ver-
sucht, mittels avirulenter Vorinokulationen mit inkompatiblen Stdmmen vor einer
m<iglich nachfolgenden Inokulationen mit der f. sp. avenae, die Entwicklung der
Pathogenese zu beeinflussen. Es wurden folgende Ergebnisse erhalten;

- Eine Vorinokulation von Bldttem cv. "Erbgraf'mit Konidien der inkompatiblen
ff . sp. tt'itici und hordei bewirkte in den meisten Fiillen signifikante Befallsreduktion der
24 Stunden spiiter nachinokulierten f . sp. avenae.

- Bei signifikanten Befallsunterschieden war immer eine negative Konelationen
zwischen Pustelzahl/cm2 und dem Avenalumingehalt (r = > - 0.70) vorhanden. Damit
konnte der induzierten Resistenz eine chemisch definierte Basis gegeben werden.

Mit diesen Ergebnissen wird die entscheidende Rolle der Avenalumine in
Haferbliittern bei der Abwehr der ff. sp. von Erysiphe graminis demonstriert.

EINLEITUNG

Uber Resistenzinduktion durch Vorinokulation mit inkompatiblen Pilzarten oder-
stammen wurde bereits berichtet (SCHONBECK et al. 1980, 1993). Unter anderem
wurde dieses Phdnomen auch bei Gerstenmehltau gefunden (SMEDEGARD-PETERSEN
et al., 199t2; THORDAL-CHRISTENSEN & SMEDEGARD-PETERSEN, 1 988a) WILLEMS
et al. (1994) gelang es, eine Befallsverminderung durch Vorinokulationen mit inkompatiblen
ff. sp. von E. graminis zu erreichen und eine Beziehung zwischen Avenalumingehalt
und dem Grad der Resistenzauspriigung fi.ir das Wirt-Parasit-System Avena sativq-
Hafermehltau herzustellen. Bei Hafer, Weizen und Gerste kann durch eine Vorinokula-
tion mit inkompatiblen ff. sp. von E. graminis eine Resistenz gegen eine nachfolgende
Inokulation mit der jeweiligen kompatiblen f. sp. induziert werden. Der Avenalumin l-
Gehalt und die Pustelzahl sind im System Avena sativa-Hafermehltau eng negativ kor-
reliert (WILLEMS et al.1994).
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UNTERSUCHUNGEN USSR OtB INDUZTERTEN RESISTENZ AN HAFER GEGEN Erysiphe
graminis DURCH VORINOKULATION MIT INKOMPATIBLEN FF. SP. DES ERREGERS

MATERIAL UND METHODEN

Saatgut: Fi.ir die Versuche an Haferpflanzen und -bliittern dienten die Sorten

Erbgraf sowie Barra und Ascot, (Saatzuchtanstalt Weibullsholm, Landskrona/Schweden).

Weiterhin wurden die Gerstensorte Aura und die Weizensorte Kanzler verwendet.

Pilze: Erysiphe graminis f . sp, avenae, f. sp. tritici und f . sp. hordei wurden
urspriinglich von Freilandpopulationen gewonnen und auf den entsprechenden

Wirtspfl anzen erhalten.

Gewinnung von Inokulum: Als Inokulum f''j,r Erysiphe graminis wurden
befallene Pflanzen einen Tag vor der Inokulumgewinnung griindlich geschi.ittelt, um alte
Konidien zu entfemen. Am niichsten Tag standen dann neu gebildete, infektionstiichtige
Konidien zur Verfugung.

Inokulationsversuche mit Hafermehltau: Es wurden in viereckigen Tripfen
(9x9 cm) an einem Rand ausgesiite l0 Tage alte Haferpflanzen verwendet und die

Oberfliiche ihrer Primiirbliitter fiir die Mehltauinokulation durch Fixieren mit Hilfe von

Gummiringen auf Pappe oder durchsichtigen Plexiglasplatten (7x24 cm) ausgerichtet.

Mit frisch gebildeten und infektionsttichtigen Konidien wurden ausgerichtete

Pflanzen in einem groBen Impfturm nach der Methode von KILIAN (1990) inokuliert.
Die Inokulumdichte/cm2 wurde mit einer Fuchs-Rosenthal-Zdhlkammer bestimmt. Nach

der Inokulation wurden die Pflanzen in mit Wasser bespri.ihten Cellophanbeuteln ein-
getiitet und fiir 24 Stunden bei 20 oC im Klimaschrank inkubiert, um eine optimale
Keimung der Konidien zu gewiihrleisten.

Vorinokulationsversuche: Haferpflanzen wurden 2,4,6,8 und l0 Tage vor einer
Inokulation mit der kompatiblen E. graminis f . sp. avenae mit inkompatiblen ff. sp.

vorinokuliert. Die Vorinokulationen mit E. graminis f. sp. tritici und E. graminis f . sp.

hordei wurden jeweils mit 80 mg Konidieneinwage durchgeftihrt. Nach 24-stiindigem
Eintiiten mit Cellophanbsuteln wurden die Pflanzen mit 20 mg Konidien von Erysiphe
graminis f . sp, avenae nachinokuliert. Dieser Vorgang wurde im Abstand von 2, 4, 6,8
und 10 Tagen nach der Vorinokulation durchgefiihrt. Frisch inokulierte Pfla:zen wurden
immer fiir die ersten 24 Stunden zur Keimung in Cellophanbeuteln eingetiitet und
insgesamt 8 Tage im Klimaschrank inkubiert. Die Pusteln wurden 8 Tage nach der
Inokulation mit der f . sp. avenae geziihlt, zum gleichen Zeitpunkt wurden die Proben ftir
die Avenaluminanalyes entnommen und in Schnappdeckel-gl[sern eingefroren.

HPlC-Bedingungen: Die Anlage bestand aus einem Gradientenformer 250 B,
Hochdruckpumpe 300 CS, und UV-Detektoren SP4, SP6. Stationdre Phase hat als

Merck Lichrospher 100, RP 18, PartikelgrtiBe 5 pm,250x4 mm mit Vorsiiulenkartusche
4x4 mm und Mobile Phase als 24-40Vo Acetonitril (mit gradienten Verlauf) statt-
gefunden.

32



N. QETINKAYA

ERGEBNISSE

vorinokulation mit inkompatiblen ff. sp. von Erysiphe graminis: Bei allen
Vorinokulationsversuchen mit inkompatiblen ff. sp. wurden 24 Stunden spdter die
Inokulationen mit der kompatiblen f . sp. avenae durchgefiihrt. Im ersten Versuch wurde
bei mit f . sp. u"itici vorinokulierten Varianten eine Befallsverminderung in H6he von
760/0 etmittelt. Die Pustelzahlen der mit f. sp. tritici vorinokulierten und der nicht
vorinokulierten Haferpflanzen waren signifikant verschieden (Abb. l). Vorinokulation
mit f. sp. hordei hatte keine befallsvermindernde Wirkung.

FIAl EA2 EHA2

Abb' I . Mehtaubbefall von cv. "Erbgraf" durch E. graminis f. sp. avenae in Abhiingigkeit von einer Vorinokulation
mit inkompatiblen ff'. sp. von E. g,raninLs (Gleiche Buchstaben bedeuten nicht signifikant
verschiedene Mittelwerte)

EA I : Inokulation ohne Vorinokulation mit f'. sp. tt itici

ETA I : Inokulation mit f. sp. avenae nach Vorinokulation mit f. sp. lr.i/rc.l

EA2: Inokulation ohne Vorinokulation mit f. sp. horclci

EHA2: lnokulation mit f. sp. avenae nach Vorinokulation mitf . sp. hordei
(l und 2 bedeuten unabhiingige Versuche)

Bei allen varianten lag der Avenalumingehalt am 2.Tag p.i. im Bereich von 5-
10 pglg TG. Der Avenalumingehalt blieb bei den unbehandelten Kontrollpflanzen (EK)
wiihrend des Untersuchungsintervalls konstant. Nach Inokulation mit f. sp. avenae
(EAl) stieg der Avenalumingehalt bis zum 8. Tag bis auf ca.30 pg/gTG an. Bei den
mif f' sp. tritici vorinokulierten Haferpflanzen (ETAI) lag die Syntheserate deutlich
hriher, der Gehalt betrug am 8, Tag anniihernd 70 pg Av. t/g TG (Abb. 2).
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UNTERSUCHUNCEN UBER DIE INDUZIERTEN RESISTENZ AN HAFER GEGEN EIlIsiphe

sraminis DURCH VORINOKULATION MIT INKOMPATIBLEN FF. SP' DES ERREGERS
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Abb.2. Verlauf der Konzentration von Avenalumin I bei cv. "Erbgrafl'ohne und mit Vorinokulation durch E.

graminis f. sp. tt'itici
EK : Unbehandelte Kontrolle

EAI : lnokulation ohne Vorinokulation mit f. sp. tritiL'i

ETAI : lnokulation mit f. sp. tvenac nach Vorinokulation mit f. sp' n'itici

Nach 8-tiigiger Inkubation wurde der Avenalumingehalt aller Varianten analysiert.

Bei den mit f. sp. tritici vorinokulierten Pflanzen wurde ein signifikant hdherer

Avenalumingehalt im Vergleich zu den iibrigen Varianten festgestellt (Abb. 3).

EK

EA1

ETA

EA

EHA

2A 40 60
Ayenalumin 1 pglg TG

Abb.3. Avenalumingehalt in Bllittern der lnokulationsvarianten von cv. "Erbgraf'nach 8-tiigiger Inkubation

EAI : lnokulation ohne Vorinokulation mitf . sp. t,'itici

ETAI : Inokulation mit f . sp. avenae nach Vorinokulation mitf . sp. tritici
EA2: Inokulation ohne Vorinokulation mitf . sp. hordci

EHA2 : Inokulation mit f. sp. avenae nach Vorinokulation mit f . sp. hordci
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Zwischen PustelzahlerVcm2 und dem Avenalumingehalt der mit f . sp. tritici vor-
inokulierten und mit f . sp, avenae nachinokulierten Pflanzen wurde eine negative Kor-
relation mit l= -0.93 ermittelt. Je hiiher der Avenalumingehalt im Gewebe, desto we-
niger Pusteln von f. sp. avenee wurden gebildet (Abb. 3).
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Abb.4. Korrelation zwischen Pusteln und Avenalumingehalt

Vorinokulation mitf. sp. t,'itici, Nachinokulation mitf. sp. avenae

Beim einem dritten Versuchsansatz wurde mit beiden Vorinokulationsvarianten
eine Befallsverminderung erreicht. Der Unterschied gegeni.iber der Kontrolle war nur
bei ETA signifikant. Vorinokulation mit f . sp. tritici ergab einen signifikanten
Unterschied zur Kontrolle und eine Befallsverminderung von 40vo. Mit f. sp. hordei
vorinokulierten Varianten wiesen 23Vo weniger Pusteln auf (Abb. 5).

ETA EHA

Abb.5. Mehtaubbefall von cv. "Erbgraf' durch E. graminis f. sp. avenae in Abhiingigkeit von einer Vorinokulation
mit inkompatiblen ff. sp. von E. graminis

EA : Inokulation ohne Vorinokulation mit f. sp. tr.itici und hordei
ETA : lnokulation mit f. sp. avenae nach Vorinokulation mit f. sp. tr.t,c.i
EHA : Inokulation mit f. sp. avenae nach Vorinokulation mitf . sp. hordei
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Die Avenaluminsynthese war bei mit f. sp. rritici vorinokulierten Bliittern (ETA)

ebenfalls signifikant hriher als bei der Kontrollvariante (EA). Nach Vorinokulation mit
f. sp. hordei (EHA) war kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle (EA) feststellbar

(Abb,6).

EA

ETA

EHA

2A 30

Avenalumin 1 pglg TG

Abb.6. Avenalumingehalt in verschiedenen Varianten ntah S-tiigiger Inkubation

EA : lnokulation ohne Vorinokulation mit f. sp. tritici und hordei

ETA : Inokulation mit f . sp. avenae I Tag nach der Vorinokulation mit t. sp. L'ilici
EHA : Inokulation mit f. sp. avenae I Tag nach der Vorinokulation mit f. sp. hordci

Pustelzahl und Avenalumingehalt waren bei allen Vorinokulationsvarianten und

nachfolgend mit f. sp. ayenae nachinokulierten Pflanzen mit r= -0.95 korreliert (Abb. 7).
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Abb.7. Konelation zwischen Pusteln und Avenalumingehalt

Vorinokulaiton mit f. sp. tn'trcri oder mit f. sp. /ror dei, Nachinokulation mit f. sp. avenae
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EA ETA EHA

Abb.8. Mehtaubefall an Inokulationsvarianten von cv. "Er@raf'
Inokulation mit f. sp. avenae ohne Vorinokulation
Inokulation mit f. sp. avenae nach Vorinokulation mit f. sp. ,ritrci
Inokulation mit f. sp. avenae nach Vorinokulation mitf . sp. hordei

Bei einem weiteren Versuchsansatz mit cv. "Erbgraf'zeigte eine Vorinokulation
mit f. sp. tritici emeut eine signifikant befallsvermindemde Wirkung, die Pustelzahl

wurde um 65Vo reduziert (Abb. 8). Der Avenalumingehalt der mit f . sp. tritici
vorinokulierten Varianten war im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erhdht (Abb.

9). Auch bei diesem Versuch war der Avenalumingehalt nach kombinierter Inokulation
(ETA) signifikant hOher als bei E. graminls f. sp. avenae (EA) und f. sp. rrltici (ET)
jeweils allein. Bei den mit f. sp. hordei inokulierten Varianten waren die einfache und
die mehrfache Inokulation hinsichtlich des Avenalumingehaltes gleich.

EK

EA

ET

ETA

EH

EHA

Avenalumln 1 pglg TG

Abb. 9. Avenalumingehalt verschieder behandelten und mit E. gratninis f. sp. avenae inokulierter Pflanzen von cv.
"Erbgraf ' nach 8-tiigiger lnkubation

EK : Unbehandelte Kontrolle
EA : Inokulation f. sp. avenae ohne Vorinokulation
ET: Vorinokulation mit f. sp. trilici
ETA : Inokulation mit f. sp. avcnae nach Vorinokulation mit f. sp. t,ilici
EH : Vorinokulation mitf . sp. hordei
EHA : Inokulation mit f. sp. avenae nachYorinokulation mitf . sp. hordei
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Die Pustelzahl/cm2 und der Avenalumingehalt waren bei allen vorinokulierten

und nachfolgend mit f . sp. avenae inokulierten Pflanzen mit r= -0.71 korreliert.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB bei 4 von insgesamt 5 Versuchen

eine Vorinokulation mit E. graminis f. sp. tritici die Pustelzahl einer nachfolgenden

Inokulation mit E. graminls f. sp. evenae signifikant reduzierte. In diesen Fdllen waren

die Pustelzahl/cm2 und Gehalt an Avenalumin I eng negativ korreliert (r 2 -0.70). Bei

einer Vorinokulation mit E. graminis f. sp. hordei waren nur bei 2 von 5 Versuchen

solche Beziehungen nachzuweisen.

DISKUSSION

Es wurde versucht, mit den an Hafer inkompatiblen ff. sp. tritici und hordei

durch Vorinokulation eine Resistenz gegen die 24 Stunden spiiter nachinokulierte kom-
patible f . sp, avenae auszulcisen. Das dies an Getreide mit den jeweils inkompatiblen ff.
sp. von E. graminis bzw. avirulenten Stammen eines an sich kompatiblen Erregers

grundsiitzlich m<iglich ist wurde schon berichtet (CHAUDHARY et al., 1983; THORDAL-
CHRISTENSEN & SMEDEGARD-PETERSEN, I 988a, b; SMEDEGARD-PETERSEN

et al.,1992; VILICH-MEYER & WELTZIEN, 1989, 1990). Diese Verciffentlichungen

beschreiben allerdings nur das Phinomen der induzierten Resistenz, ohne Kausalanalyse

der stofflichen bzw. morphologischen Ursachen. Im vorliegenden Fall ist dies anders,

denn die induzierte Resistenz kann zu den Avenaluminen in Beziehung gesetzt werden,

die offensichtlich eine Abwehrfunktion gegen obligat biotrophe pilzliche Krank-

heitserreger haben (MAYAMA et al., 1982; JERSCH, 1986; WILLEMS et al., 1994). In

vier von insgesamt 5 Versuchen wurde durch eine Vorinokulaton mit der f. sp. tritici den

Befall der 24 Stunden spiiter nachinokulierten f. sp. avenae signifikant reduziert. In diesen

Fiillen war eine hohe negative Korrelation von r 2 -0.90 zwischen Pustelzahl/cm2 und

Gehald an Avenalumin I vorhanden. Bei einer Vorinokulation mit der f . sp. hordei waren

nur bei 2 von 5 Versuchen [hnliche, signifikante Beziehungen nachzuweisen. Bei den

nich signifikant unterschiedenen Versuchen waren in der Regel Tendenzen zu iihnlichen
Beziehungen vorhanden. Diese Befunden belegen klar, daR die Htjhe der Akkumulierung

von Avenaluminen in enger negativer Korrelation zur Pustelzahl der an sich an Hafer
kompatiblen f . sp. avenae steht. Je hriher der Gehalt, desto weniger Mehltaupusteln sind

vorhanden. Wenn schon die kompatible f. sp. in solchem MaBe durch Avenalumine
gehemmt wird, dann darf angenommen werden, daR die Abwehr der inkompatiblen ff.
sp. tritici und hordei an Haferbliittern entscheidend durch die Hbhe der von ihnen selbst

induzierten Avenalumingehalten bestimmt wird. Die in der vorliegenden dargestellten

Werte belegen eindrucksvoll diese SchluBfolgerung.
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OZET

YULAFTA KULLEME ETMENi Erysiphe graminis'e KAR$I INKOMPATIBLE
FORM SPECIES ONiNOTUIASYONU YOLUYLA DAYANIKLILIGIN

UYARILMASI UZERiNDE ARA$TIRMALAR

Bu gahgmada yulaf bitkilerinin bu bitkide patojen olmayan inkompatible E.
graminis f . sp. tiritici ve E. gramims f. sp. hordei ile ijnceden inokule edilmeleri halinde
kompatible etmen E. graminis f . sp. avenae'ye kargr dayanrkhhk responslan araghnlmrqtrr.

Aragttrmada dayanrkhhlrn uyanml yulafta varhlr bilinen fitoaleksinlerden
Avenaluminlerin niceliklerinin deliqimi ve piistiil sayrsrndaki azalmalar yoluyla deler-
lendirilmigtir.

Sonugta;

- inokompatibl (uyumsuz) E. graminis f .sp. tritici ve E. graminis f.sp. hordei ko-
nidileri ile yulaf yapraklannrn cininokulasyonu genellikle 24 saat sonra kompatibl
(uyumf u) f . sp. avenae taraflndan olugturulan hastahfln qiddetini ve Onemli derecede et-
kilemiqtir.

- Hastahk giddetinin durumunda yaprakta pi.isti.il sayrsr ile Avenalumin igerili
arastnda negatif bir korelasyon var olmugtur (r = > - 0.70).

- Bu sonuglar sayesinde yulaftaki uyanlmrq dayanrkhhfrn biyokimyasal ka-
rakterinin Avenalumin olugumuna balh oldulu ortaya konmuqtur.
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ABSTRACT

This study was conducted to determine the symptoms of potato X (pVX) and
potato S (PVS) viruses on some test plants, and to identify these viruses on the basis
dsRNA uulyses from infected plant leaves. In this study Datura stranonium andChenopodiurn
quirna were used for isolation, Nicotiana glutinosa and N. clevelandii used for multiplication
of PVX and PVS, respectively. Mechemical inoculation results showed that PVX caused
local lesion on Chenopodium album, Chenopodium amaranticolor and C. quinoa; necrotic
local lesions on Gomphrena globosa; systemic symptoms on D. stramonium,
Lycopersicon esculentum, Nicotiana benthemiarn, N. debneyii, N. glutinosa, N. rustica,
N. sylvestris, N. tabacum Samsun NN, N. tabacum Samsun Typ, N. tabacum White
Burley, N . tabacum Xanthii and Physalis floridana. However, PVX did not exhibit any
visual symptoms on N. clevelandii. PVS was able to show local lesions on C. alhum, C.
amaranticolor andC. quinoa;systemic symptoms on N. benthemiana, N. clevelandii, N.
debneyii, N. glutinosa, N. sylvestris, N. tabacum Samsun Typ, N. tahacum White Burley
and N. tabacumXanthii, and no symptom on D. stramonium, G. globosa, L, esculentum,
N. rustica, N. tahacum samsun NN nnd P. Jloridana plants. dsRNA of pvX were
isolated from both N. glutinosa and N. tabacum Xanthii plants, and dsRNA of pvS were
obtained from C. quinoa plants. Our results demonstrated that only single band was
detected from PVX infected plant leaves, but dsRNA profile was not involved in pvS.

INTRODUCTION

Potato (Solanum tuberosum L.) is the most important vegetable crops of cultiva-
tion and industry to feed human population in the world as a basic food (Esendal, 1990).
Therefore it has the forth plant among the other crop plants for the worlwide production
(Anonymous, 1992). One of the important factors which limits the productivity of po-
tato in Turkey is diseases. Agrios (1997), stated that diseases cause annualy 21.8Vo yield
loses from potato production. shepard and claflin (1975), pointed out that propagation
of potato by tuber make it more sensitive to plant pathogens. Whereas it was reported
that nearly 50 viruses and viroids besides the other pathogens cause diseases on po-
tatoes (Peter et al., 1981; Hooker, 1982).
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DETERMINATION of PVX and PVS SYMPTOMS on SOME TEST PLANTS, AND
IDENTIFICATION Of THESE VIRUSES USINC DSRNA ANALYSIS

To increase or at least to maintain the same level in potato production, it is
necessary that potato seed must be changed ir1 every three years and virus-free seeds

should be used for planfing (Courtbaoui, 1984). The previous studies demonstrated that

chemical applications for management of diseases causes virus was not effective
(Jayasinghe, 1 988).

The objectives of this study, to determine the symptoms of PVX and PVS on test

plants, and to identify the causal agents by isolation and analysis of the replicative form
(dsRNA) of subgenomic RNAse derived from the genomic RNA.

MATERIALS and METHODS

Plant materials infected by PVX exhibiting symptoms of mosaic, swelling between

veins and roliing leaves (Bercks, 1970; $ahtiyancr, 1972; Kurgman, 1919; McDonald,
1984; Wright et a1.,1994), and infected plants by PVS showing symptoms deepening of
veins, curving leaves, and mottling, bronzing or rugosity of the foliage were collected
from potato helds (Wetter, 1971; $ahtiy'anq,1972; Wright et a1.,1994), in Aqkale, Horas;ur,

ispir, Narman, Oltu, Pasinler and Tortum districts of Erzurrtm region.

The collected plants samples were kept at -27 oC for further tests. D. stramonium
which is the systemic host of PVX, and N. glutinosa, were used for isolation and

multiplication of PVX, respectively (Bercks, 1970; Allison and Shalla, 1973; Krachanova

et al., 1978; Kurgman, 1979;Talens, 1919;GrNna et al., 1981; Qrlr, 1982). On the other

hand, C. quinoa and N. clevelandii plants were used for isolation and multiplication of
PVS, respectively (Wetter, 1971; Goth and Weeb, 1974; Hiruki, 1975;Slack, 1983;Dolby
and Jones, 1987). The identifying of PVX and PVS were determined according to their
symptoms developments on the test plants listed in Table 1.

The test plants were inoculated as using mechanical inoculation method in which
1 ml of phospate buffer (0.01 M pH: 7.2) l%o of 2-mercaptoethanol were mixed with 1

gr of infected plant leaves. The prepared inoculums were applied on the three plants

with 3-4 leaves of each test plants species powdered with 500 mesh-carborandum. The

inoculated plants were incubated about 4 weeks under greenhouse condition and ob-

served for symptoms development.

The isolation of dsRNA of PVX were perlormed fiom 7 gr leaf tissues of N. glu-

tinosa and N. tabacum Xanthii plants, and dsRNA of PVS were isolated from C. quinoa

plants (Monis and Dodds 1979). The plants used in this experiment were inoculated
with the test plants with viruses 10 days ago isolations.

For this study, the leaf samples were homogenised in the mixture of IxSTE buf-
fer solution (0.1 M NaCl, 0.05 M Tris,0.001 EDTA, 6.8 pH) including 1 7o bentonit, I

7o SDS (Sodium Dodecyl Sulphate), phenol and chloroform - pentanol (25:1 vlv).

The mixture was centrifuged (10000 rpm) for 20 min. The supernatant was

washed.through CF-l1 celhilose column with 60 ml of STE buffer solution containing
76 Vo ethanol, and dsRNA were separated by washing the column with STE buffer
without ethanol. The ds RNAs of the viruses were electrophoresed in 1.2 Vo of agarose
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gel for 3 hour at 100 V in IxTBE buffer (0.1 M Tris, 0.089 M Boric acid, 0.002 M
EDTA; pH: 8). The l" DNA Hind lll were used as size of the marker in kb and then the
gel stained with Ethidium Bromide and dsRNA bands were visualised under UV light.

RESULTS and DISCUSSION

The symptoms PVX on the plmts of C. amaranticolor, C. quinoa, D. stramonium,

G. globosa, L. esculentum, N. glutinosa, N. rusticq, N. tabacum Samsun NN, N. tahacum
Samsun Typ, N. tahacum White Burley and N. tahacurr Xanthii, were shown in Table 1.

These symptoms observed on these plants conformed by the findings by Bercks
(1970), Allison and Shalla (1973), Kurgman (1979), Talens (1979), Grama et al. (1981),

Qrtrr ( I 982). It has been found that PVX caused local lesion on C . alhum and systemic
mosaic on P. tloridaira. However, Qrtrr (1982) recorded that PVX did not cause symp-
toms on these test plants. The difference between the results of these two test plants can

be thought from the age of test plants, at the time of inoculation performed and the dif-
ferences in the greenhouse condition after inoculation as well as from the differences in
the race of viruses used in this experiment. The symptoms of PVX (Table 1) were observed

on the plants of N. benthemiana, N. clevelandi, N. debneyii and N. sy/vesfris, Howeyer
according to our knowledge, there is no regard in the literature about occurrence of dis-
ease caused by PVX on these plants.

Table l. Time table of the symptoms caused by PVX and PVS viruses on some test plant.

Host plants PVX

Symptoms Day Syrnptoms Day

PVS

Chenopodium alhum L.
C he noltod ium amarant i c o lor Coste
C henoporli.um qui.noa Wild
Datw'a stt'amonium L.
Gomphrena globosa L
Ly cop er s i c on c s cu I e nt um Mrll
N i coti ana henl hemi ana L
N i cot i ana c Ievelandi i Gray
N i coti ana clehneyil Domin
Nicoliana glutinosa L
Nicotiana rustica L
N. .lyArestrrs Spegaz et Comes Grav
Nicotiana tahacum L. Siunsun NN
N.r. L. Samsun Typ
N.I. L. White Burley
N./. L. Xanthii
Physalisfloridana Rvbd

3

4
3

5

0
7

8-9
l2
t2
t2
9

9

9

8

t2-14
8-9

9- l0
t3-t5

5-7

8-9
8-9

l2-t4
I0-t2
7-9

ll-t2

l2-13
t0-l I
9-10
8-9

9- l0

I

I

t-2
0
0
0
6
6

6

t0-l I
0

13.2

0
2-lt
2-t1
2-ll

0

l4-17
t4-17
t4-t7

ro-rs
t4-16
t0-t4
l2-t5

t3-15

t+-to
l3-15
l t-13

0: No symptoms
1: Local lesions
2: Yellowing
3: Mosaic
4: Necrotic local lesions
5: Ring spot
6: Color brightness

7: Distortion and stunting
8: Severe Mosaic
9: Vein clearing
l0: Dwarfing
I I : Distortion of younger leaves
l2: Mild mosaic
l3: Leaf defbrmation
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IDENTIFICATION of THESE VIRUSES USING DSRNA ANALYSIS

The symptoms of PVS (Table 1) were observed on the test plants of C. album,
C. amaranticolor, C. quinoa, D. strarnoniwn, G. globosa, L. esculentum, N. clevelandi, N.
debneyii, N . rustica, N. tabacum Xanthii and P. floridana were shown in (Table 1). These
smyptoms observed on these plants conformed by the foundlings by Wetter, 1971; Goth
and Webb, 1974; Hiruki, 1975; Qrtrr, 1982; Slack, 1983; Dolby and Jones, 1987. On the
other hand, PVS symptoms on N. glutinosa, N. tabacum Samsun NN, N. tabacum Sam-
sun Type and N. tabacum White Burley (Table 1) were not observed by Qrtrr (1982).
The differences between our study and Qrtrr (1982), may probably be due to the same
factors mentioned above for PVX. Furthermore, in our data, the results demonstrated that
PVS is able to cause systemic mosaic symptoms on N. benthemiana and no symptoms
on N. sylvestns. As far as we know these plants were not tested in previous studies.

In our study, a dsRNA profile of PVX belonging to potex virus group was obtained
from both, N. glutinosa and N. tabacum Xanthii plants, and no bands obtained from as

used healthy control plant (Fig l). The profiles obtained from diseased leaves always
presented a single intense band corresponding to a molecule of estimated size about 6.6
kbp. These finding also supported by the previous reports (Valverde et al., 1986).

On the other hand, single band of PVS belonging to carlavirus group was isolated
from both infected and healthy control plants of C. quinoa (Fig 2). This result indicated
that the band is found in our study did not belong to PVS. Previous report showed that
molecular weight of dsRNA of PVS supposed to be 4.8x106 (Valverde et al., 1986). The
date suggest that the band may be host plant originated DNA.

Brunt (1988), demonstrated that the concentration of various virus groups in plant
tissues were different such as the concentration of PVX in belonging to potexvirus group
was determined as 250-3000 mg/kg. PVS in carlavirus group 30-1000 mg/kg and PVy
in potyviruses group 5-200 mg/kg. In our study, we were able to detect PVS using the
standard ds RNA isolation method. It is possible that concentmtion of PVS virus in infected
plant samples used in our study was quite low to detect. Thus, it is necessary to try dif-
ferent dsRNA isolation methods or different detection and visualisation method or gel.
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Figure l.A: 1, DNA Hint III, B: N. glutinosa infected
with PVX, C: N. tabacum xanthii infected
with PVX, D: Healthy N. glutinosa
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Figure 2.A: Heahhy C.quinoa, B: C. quinoa infected
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6znr
PATATES X ve S vinUslnniNiN nazr rpst nirril,eniNor NEDEN

ot ouGu SiMpToMLann npr.inr,rNnaesi ve BU viRUslpniN dsRNA
nNalizi ne TANTMLANMAST

Bu gahqma, patates X viri.isii (PVX) ve patates S viri.isii (PVS)'nUn bazr rest bit-
kilerinde olugturdu[u simptomlarrn belirlenmesi ve bu viruslann dsRNA analizi ile
tanrlanmasr amacryla yapllmrgtrr. PVX'in izolasyonund a D atura stramonium, gofaln-
mtnda Nicotiana glutinosa bitkisi kullanrlmrqtrr. Yaprlan mekaniksel inokulasyonlar
sonucunda PVX'in Chenopodium album, C. amaranticolor ve C. quinoa bitkilerinde lokal
lezyon; Gomphrena glohosa'da nektorik lokal lezyon; D. stramonium, Lycopersicon
esculentum, Nicotiana benthemiana, N. debneyii, N. glutinosa, N. sylvestris, N. tabacum
samsun NN, N. tabacum Samsun Typ, N. tabacum white Burley, N. tahacum Xanthii
ile Physalis floridana bitkilerinde ise sistemik simptomlara neden oldufu, buna kargr N.
clevelandii ve N. rustica bitkilerinde ise herhangi bir simptoma neden olmadrlr be-
lirlenmiqtir. PVS viriisiini.in izolasyonunda C. quinoa, golaltrmrnda ise N. clevelandii
bitkisi kullanrlmrgtlr. Yaprlan mekaniksel inokulasyonlarda, pvs'nin C. album, c.
amaranticolor ve C. quinoa bitkilerinde lokal lezyon; N. benthemiana, N. clevelandii,
N. debneyii, N. glutinosa, N. sylvestris, N. tahacum Samsun Typ, N. tabacumWhite
Burley ile N. tabacum Xanthii bitkilerinde sistemik simptomlara neden oldulu, buna
kargr N. rustica, G. glohosa, D. stramonium, L. esculentum, N. tahacum Samsun NN ve
P. tloridana bitkilerinde ise herhangi bir simptom olugturmadrlr belirlenmigtir. PVX'g
ait dsRNA'lar, N. glutinosa ve N. tabacum Xanthii, bitkilerinden izole edilmigtir. PVS'ye
ait dsRNA'lar ise c. quinoa bitkisinden izole edilmiqtir. Sonugda, pvX'in tek banda sa-
hip dsRNA profili elde edilirken, PVS virtisiine ait dsRNA profili elde edileme-migtir.
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(Punica granatum) Trees in Turkey
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ABSTRACT

Hop student viroid (HSVd) has been found a number of herbaceous and woody
hosts, such as grapevine, citrus and prunus plants. 10 pomegranate (punica granatum)
trees were checked about viroid containment. Using spAGE and RT-pcR methods
HSVd was obtained from2 pomagranate cultivars (Qekirdeksiz, Beynan). This is a first
report that HSVd on pomegranate trees in Turkey.

INTRODUCTION

Pomegranate (Punica granatum) was produced worldwide in many commercial
plantings. In Turkey there were 2.350.000 pomegranate trees planted and pomegranate
production was 56.000 ton in 1996 (Anonymous ,1996).

Viroids are the smallest known pathogens of plants. They are single-stranted,
circular, highly structured, rod like RNAs without any protein capsid (Diener 19g7,
Semancik 1987). The known viroid species were suggested to belong into two families;
Avsunviroidae and Pospiviroidae. Hop stunt viroid (HSVd) were included into the
Pospiviroidae family and Hop stunt viroid genus (Flores er al., l99g) HSVd has been
found in a wide range of hosts including hop, cucumber, grape, citrus, prum, peach
(Shikata, 1990) and recenrly apricot, almond and pomegranare (Astruc et al., 196). This
paper is a first record presents the occureance of HSVd in pomegranate trees in Turkey.

MATERIALS and METHODS

Plant Material

Ten Pomagranate trees were selected from the collection parsel, Alata
Horticultural Research Institute, for checking viroid profile. young leaf samples from
pomegranate trees were collected and used for viroid detection.

Nucleic acid extraction and purification

viroid RNAs were extracted according to Semancik et al., (r99g) using young
leaves. Preparation of 2 M LiCl soluble nucleic acid were applied to CF-ll cellulose col-
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umns. Viroid RNAs were detected and isolated by sPAGE (Semancik and Harper, 1984;

Rivera Bustamente et al., 1986) followed by staining with silver for greater sensitivity in
viroid detection (lgloi, 1983).

cDNA Synthesis

Viroid RNAs were amplified by RT-PCR (Sambrook, et al., 1989; Yang et al.,

1992) using one pair HVSd-spesific synthetic oligonucleotide identical to homologeus

residues' 27 1 -288 (5'-CTGGATCCGCGGCAGAGGCT- 3') and copl em entary 283 -302
(5'-CCGGATCCTCTCTTGAGCCCT-3'). First strand cDNA was synthesized from
RNA extracts by reverse transcriptase (Visvader and Symons, 1985). The dsRNA was

amplified by PCR using the method previously described by Semancik et al. (1983). Al-
iquots of the amplified DNA products were analysed in 7o2 agarose gels.

RESULTS and DISCUSSION

Using sPAGE analysis one band was detected from 2 local pomegranate cultivars
(Qekirdeksiz, Beynan) which had the same electrophoretic mobility with hop stunt

viroid (HSVd). No viroid band was found other 8 pomegranate trees. Fig 1 shows the

size determination of RT-PCR products of pomegranate trees. The viroid band had 300

nucleotide in size which is spesific for HSVd.

Hop stunt viroid was first described as the causal agent of the stunt disease of
hops in Japon. Than it has been found in several plant species like citrus, pear, peach

and plum. Some of these plants showed spesific disorders such as hop stunt (Shikata,

1990), dapple fruit of plum and peach (Sano et al., 1989) and citrus cachexia (Semancik

et al., 1988). However some hosts like grapevine and apricot the infectious appeared to
be latent (Kofalvi et al., 1997). HSVd on pomegranate was first reported by Austruc et

al., (1996) but there was no data about the effect of this viroid. Cvd-lla and citrus
cachexia viroid (CCavd) which were the members of HSVd family was found Satsuma

and Clementine mandarins (Citrus reticulata Blanco) in Qukurova Region of Turkey
(Onelge et a., 1994). But there wasn't any other study about the other plant groups in
Turkey. In this study the pomegranate trees which contain the HSVd did not show any

disorder except dwarfing. Fruits of these trees were examined but there wasn't any dis-

order identified.
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Figure l. RT-PCR products, in a2o/o agurose gel stained with ethidium bromide synthesized fiom extracts of
pomegranate. L:ane 1,2,4 healty pomegranate samples. Lane 3,5 pomegranate samples int'ected
with HSVd. Lane 6 HSVd as a positive control and lane 7 hegative control. Lane 8 DNA molecular
size markers are Hpa II and Dra I plus Hind lll restriction fragments of plasmid pUCBM2l.
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6znr
TURKivE'DE NAR AGAqLARTNDA Hop sruNT vinoioir.liN vARLrGr

Hop stunt viroidi (HSVd) otsu ve odunsu, ballarla, Citrus ve Prunus bitkileri, ol-
mak iizere gok sayrda konukguda bulunmaktadlr. 10 Nar (Punica granatum) alacr viroid
igerili bakrmrndan testlenmigtir. sPAGE ve RT-PCR ytintemleri kullanrlarak HSVd'nin
varhfr iki nar kiiltuvannda (Qekirdeksiz, Beynarr) belirlenmiqtir. Bu gahgma Tiirkiye'de
narlarda HSVd'nin narlarda HSVd'nin varhlr bildiren ilk rapordur.
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