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Bu calisma 2008-2009 yillari arasinda Sakarya Tarimsal Arastirma Enstitisi misir islah parsellerinde
yurGtilmastir. Yapilan slrvey ve laboratuvar galismalarinda 10 adet misir islah hattindan 5 tanesinin
Maize dwarf mosaic virus (MDMV) ile bulasik oldugu belirlenmistir. Enfeksiyon kaynagini belirlemek
amaciyla, bulagik bulunan bu hatlarin hem bu hasat déneminde hem de gegmis yillara ait tohumlari, DAS—
ELISA testi ile test edilerek virlistin tohumla taginma durumu ve virisiin tohumun hangi kisminda yer aldigi
belirlenmistir. Yapilan DAS-ELISA testlerine gore, sadece 1 hatta ait tohumlarin MDMV ile bulagik oldugu
ve virlsin de tohumun embriyosunda yer aldigi belirlenmistir. MDMV enfeksiyonu RT-PCR ydntemi
kullanilarak molekiler olarak da teyit edilmistir. Ayrica enfekteli bulunan bu tohumlara 40°C, 50°C ve
65°C’de 48 saat siireyle termoterapi uygulamasi yapilarak, tohumlarin viristen arindiriimasina gahisiimistir.
Bu uygulamalar tohumun gimlenme oranini etkilememis fakat c¢imlenmeyi geciktirmistir. Termoterapi
uygulamalarinin, MDMV'yi elemine etmedigi ancak tohumlardaki virlis konsantrasyonunu dusirdigu
belirlenmigtir.

Anahtar kelimeler: MDMV, Misir, RT-PCR, Termoterapi

Determination of Maize Dwarf Mosaic Virus (MDMV) in Seeds of Some Maize
Breeding Lines and Virus Elimination by Thermoterapy Treatments

Abstract

This study was carried out in inbred line maize trial fields of Sakarya Agricultural Research Institute in
2008 and 2009 years. Eighteen leaf samples of 10 inbredmaize lines were collected for detection of Maize
dwarf mosaic virus (MDMV). It was detected in 5 out of 10 inbredmaize lines by DAS-ELISA. These results
were confirmed by RT-PCR. Seeds of infected 5 inbred maize lines belong to 2006, 2007 and 2008 years
were tested by DAS-ELISA for determination of infection source. According to the results of seeds showed
that only one inbredmaize lines was found to be infected with MDMV. Seeds of infected inbredmaize line
were dissected to their parts (endosperm and embryo) and was detected MDMV in the embryos by DAS-
ELISA. Infected seeds were treated to dry heat treatments for elimination of virus at 40°C, 50°C and 65°C
temperatures for 48 hours. The titerof MDMV decreased significantly, especially at 50 °C and 65 °C, but
virus was not completely eliminated.
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Giris

Isir (Zea mays L.) icerdigi énemli besin

maddeleri nedeniyle degerli bir besin
kaynagidir. Dinyanin birgok Ulkesinde dane
arind, yesil yem ve endistri hammaddesi
olarak Uretimektedir. Ulkemizde 2005 yilinda
800 000 ha misir ekimi yapiimis ve yaklasik 4
000 000 ton misir hasat edilmistir (Anonim
2005). Misir bitkisinde gevre sartlarina bagh
olarak, kok, sap, yaprak ve koganda farkh

yogunluklarda fungus, bakteri ve virlslerden
kaynaklanan hastaliklar meydana gelmektedir
(Bawden 1964). Misirda bugline kadar 40’ tan
fazla viris hastali§i saptanmistir. Bu virls
hastaliklari arasinda énemli Urin kayiplarina
sebep olan potyvirus grubuna ait; Maize dwarf
mosaic virus (MDMV), Sugarcane mosaic
virus (SCMV), Johnson grass mosaic virus
(JGMV) gibi viris hastaliklari bulunmaktadir
(Seifers et al. 2000). Bu virlslerin igerisinde
MDMV enfeksiyonu ilk olarak ABD' de William
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and Alexander (1965) tarafindan
tanimlanmistir.  Bu virGs vyaklasik 250
Graminae tlruinde enfeksiyon yapmaktadir.
Bunun yaninda MDMV misirda en siddetli
hastaliklara sebep olan etmenlerden biridir.
MDMV hastalidi misirlarda %45 e kadar drin
kaybina sebep olabilmektedir. MDMV tohumla
(%0.5’ e kadar), mekanik olarak ve buylk
oranda afitler ile tasinmakta, cok yillik
gayirlarda ve misir tohumlarinda canhiligini
devam ettirebilmekte ayni zamanda bu
materyaller MDMV’Unidn yayllmasi igin uygun
inokulum kaynadi olarak gérulmektedir
(Tsaiand Brown 1989).

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda Marmara
ve Akdeniz bdlgelerinde varlidi tespit edilmis
(Baloglu et al., 1991; ilbagi et al., 2006) olan
MDMYV, dlkemiz misir alanlarinda en yaygin
gorulen virls hastaliklarindan bir tanesidir.

Materyal ve Yontem

Materyal

Bitkisel materyal olarak Sakarya Tarimsal
Arastirma Enstitisi’ nln 1slah g¢alisma
alanlarinda 10 farkli hattan 2008 yilinda
toplanarak laboratuvara getirilen 18 yaprak
ornegi kullaniimigtir. Ayrica yaprak
orneklerinin alindigi hatlarin 2006, 2007 ve
2008 yillarina ait ayni enstitiden temin edilen
tohum &rnekleri kullaniimistir.

Sakarya Tarimsal Arastirma Enstitlisi
islah ¢alisma alanlarindan 10 hatta ait 18 adet
yaprak Ornegi  toplanmistir.  Calismada
Ozellikle viris simptomuna benzer simptomlar
gOsteren bitkilerden érnekler alinmistir. Pozitif
sonu¢ veren 11 6rnegin 2006, 2007 ve 2008
yillarina ait tohumlari ayni enstitiden temin
edilmistir.

Ayrica vyaprak ve tohum o6rneklerinin
testlendigi MDMV’ ne ait DAS-ELISA Kkitleri,
RT-PCR ¢aligmalarinda kullanilan primerler
ve testlemede kullanilan bazi sarf malzemeleri
kimyasal materyali olusturmustur.

DAS-ELISA Testleri

Alinan o6rnekler MDMV’ ne karsi DAS-
ELISA yontemi ile testlenmistir. Pozitif sonug
veren 11 6rnedin 2006, 2007 ve 2008 yillarina
ait tohumlari da ayni metot ile test edilmistir.
Ayrica enfekteli tohumlarin embriyo ve
endospermleri de ayri ayri DAS-ELISA ile test
edilmistir (Clark and Adams 1977). DAS-
ELISA test calismalarinda Agdia firmasindan
temin edilen MDMV’e spesifik antiserumlar
kullaniimigtir.

RT- PCR Galigmalari

Total RNA ekstraksiyonu 100 mg bitki
dokusu kullanilarak Foissac et al. (2001) e
gore yapilmistir. Elde edilen RNA’ lar MDMV’

e spesifik forward 5-3'
CAACCAGGGCYGAATTTGATAG ve reverse
5'-3' GTGCAAGGCTRAAGTCGGTTA

primerler kullanilarak tek asamali olarak RT-
PCR ile amplifiye edilmistir. Kullanilan spesifik
primerlerden beklenen bant bayikligu 336 bp
dir. PCR reaksiyon karisimi 2.5 pul 10x
reaksiyon buffer (fermentas), 1 mMdNTP, 3
mM MgCl,, 2.5 U reverse transcriptaz enzim,
2.5 U TagDNA polymerase enzim, her bir
primerden 20 pmol ve 1’ er pl olacak sekilde
hazirlanmistir. PCR program 37 °C’ de 50 dk,
94 °C' de 5dk, 94 °C’ de 45 s — 57 °C’ de 1 dk
—72°C’ de 1 dk 35 dongii ve 72 °C’ de 10 dk
olarak optimize edilmistir. PCR Urunleri %1,5
lik agaroz jelde yurutildikten sonra etidium
bromide ile boyanarak UV isik da
goruntulenmistir (Anonim 2013).

Termoterapi Galigmalari

MDMYV ile enfekteli bulunan A hattina ait
200 adet tohum 50’ serli dort gruba ayriimistir.
Bu gruplardan birisine 1sI uygulanmayarak
kontrol olarak degerlendirilmistir. Diger gruplar
40, 50 ve 65 ‘C’ ler de 48 saat bekletilmigtir.
Sonra bu tohumlar 5’ er petriye 10" ar tohum
olacak sekilde ekilmistir. Ekim yapilan
tohumlar petrilerde 1 hafta oda sicakhdinda
inklbasyona alinmigtir. Bir hafta sonra kontrol
ve termoterapi uygulanmis olan tohumlarin
gimlenme oranlari degerlendirilmistir. Ayni
zamanda farkl sicakliklarda termoterapi
uygulanan bu tohumlar c¢imlendikten sonra,
DAS-ELISA yontemi ile MDMV’' ne Kkarsi
testlenmigtir. Testleme sonuglarinda elde
edilen DAS-ELISA virlis konsantrasyon
degerleri karsilagtiriimigtir.

Bulgular ve Tartisma

MDMYV Enfeksiyon Durumu

2008 yilinda Sakarya Tarimsal Arastirma
Enstitisi’ nin 1slah calisma alanlarindan
toplanarak laboratuvara getirilerek MDMV’ ne
karsi DAS-ELISA yontemi ile testlenen 10
Islah hattina ait 18 yaprak &rneginden 11
6rnek MDMV ile enfekteli bulunmustur. Bu
enfekteli drneklerin A, B, C, D ve E hatlarina
ait oldugu tespit edilmistir. Ayrica enfekteli
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yaprak odrneklerinden rastgele segilen 5
tanesinde MDMV enfeksiyonu, spesifik
primerler kullanilarak RT-PCR testi ile de teyit
edilmigtir. RT-PCR ¢alismalarinda beklendigi
gibi 336 bp de bantlar elde edilmistir (Sekil 1).
Geriye kalan  hatta ait yaprak érneklerinde
MDMV enfeksiyonu tespit edilmemigtir. Bu
durum bu hatlarin MDMV’ ne karsi dayanikli

olabilecedini veya bitki bulnyesinde virls
konsantrasyonu disik oldugundan DAS-
ELISA ile tespit edilemedigini

distndirmektedir. Enfekteli bulunan hatlarin
2006, 2007 ve 2008 yillarina ait tohumlari da
ayni virise karsi testlenmistir. Bu hatlardan
sadece A hattina ait 2006, 2007 ve 2008
tohumlari MDMV ile enfekteli bulunmustur.
Yapilan DAS-ELISA  testinde  negatif

kontrolden 0.150, A hattinin 2006, 2007 ve
ise siraslyla

2008 yilina ait tohumlardan

0.470, 0.890 ve 0.475 viris konsantrasyon
degerleri elde edilmistir. Ozellikle A hattina ait
her UG¢ yla ait tohumlarin yiksek
konsantrasyonda pozitif sonug vermesi,
MDMV’  nin literatlirlerde belirtildigi  gibi
tohumla tasindigini gOstermektedir
(Boothroyd 1977). A hattinin  digindaki
hatlarda yesil aksam oOrnekleri enfekteli
bulunmasina ragmen tohumlarinda virls
enfeksiyonu tespit edilememistir. Bu sonug¢
calisilan misir alaninda enfeksiyon
kaynaklarindan bir tanesinin A hattina ait
tohumlar oldugunu gostermektedir. Ayrica bu
sonuglara goére tohumlarinda enfeksiyon tespit
edilemeyen hatlara vejetasyon ddneminde
virisin  afitler  tarafindan  bulastinldigi
anlasiimaktadir (Zitter 1984; Patakyet et al.
1990).

Sekil 1. RT-PCR drunlerinin jel gorintisi M, marker; 1, A hattina ait izolat; 2, B hattina ait izolat; 3, E
hattina ait izolat; 4, D hattina ait izolat; 5, | hattina ait izolat

Figure 1. Gel electrophoresis of RT-PCR products of Maize dwarf mosaic virus (MDMV) with specific
primers. Lane M, marker; lane 1, isolate of maize line A, lane 2, isolate of maize line B;lane 3, isolate of
maize line E; lane 4, isolate of maize line D; lane 5, isolate of maize line

Embriyo ve Endosperm Testlemeleri

Enfekteli bulunan bu tohumlarin embriyo
ve endospermleri birbirinden ayrilarak ayri
ayri DAS-ELISA test yontemi ile testlenmistir.
Testleme sonucunda sadece embriyo 6rnegi
pozitif sonug vermistir. DAS-ELISA
sonucunda  negatif  kontrolden  0.100,
endosperm o6rneginden 0.150 ve embriyo
orneginden  0.350 virls konsantrasyon
degerleri elde edilmistir. Bu sonug MDMV’ nlin
misir tohumunun embriyosunda tasindigini
dusundurmektedir. 2007 yilinda misirlarda
yapilmis bir calismada Sugarcane mosaic

virs  (SCMV) Gn msir tohumlarinin
embriyosunda bulundugu tespit edilmistir.
MDMYV’ nin, SCMV virlsu ile serolojik olarak
akraba oldugu distnilduginde, bu
galismanin sonuglari  bizim galismamizin
sonuglarini teyit etmektedir (Li et al. 2007).

Termoterapi Caligmalari

A hattina ait tohumlara farkli sicakliklarda
uygulanan termoterapi sonucunda yapilan
DAS-ELISA testinde sirasiyla kontrol olarak
kullanilanlarda 0.306, 40°C is1 uygulamasinda
0.270, 50°C i1s1 uygulamasinda 0.251 ve 65°C
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ISl uygulamasinda ise  0.251 virds
konsantrasyon degerleri elde edilmistir. Bu
sonuglara gére 50 ve 65 °C sl
uygulamalarinda kademeli olarak kontrol ve
35 °C 1s1 uygulamalarina goére tohumdaki virlis
konsantrasyonunun  distigld  goralmastir.
Ancak 50 ve 65 °C is1 uygulamalarinin kendi
aralarinda tohumdaki virus
konsantrasyonunda herhangi bir degisiklik
olmamistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Termoterapi calismalarinin DAS-ELISA
test sonuglari

Table 1. DAS-ELISA results of thermotherapy
applies
MDMV MDMV
Wyaula | Negatif () | Pozitif (+) ODgg':rrI’;
Kontrol Kontrol
Kontrol 0.108 0.310 0.306
40°C 0.108 0.310 0.270
50°C 0.108 0.310 0.251
65°C 0.108 0.310 0.251

Bu sonuglar farkh sicakliklarda uygulanan
termoterapinin tohumlarda virls
konsantrasyonunu dusurdugunu
gostermektedir. 2007 yilinda domateslerde
yapilan bir galismada da arastirmacilar 75 °C’
lik 1s1 uygulamasinin domates tohumlarinda
ToMV’ vyi eradike ettigini tespit etmislerdir

(Rastand Stijger 2007). Petrilere ekilen
tohumlarin gimlenme oranlarinin
degerlendirilmesi kontrol petrileri ile

karsilastirmali olarak, petrilerdeki ¢imlenen
tohumlarin sayilmasi suretiyle yapilmistir. Bu
degerlendirmede tohumlarin farkli
sicakliklarda termoterapiye tabi tutulmalari
sonucu farkh 1s1 uygulamalarinin petrilerde
tohum c¢imlenme oranini etkilemedigi tespit

edilmigtir. Ancak vyapilan degerlendirmede
termoterapi uygulanan petrilerde IS
derecesinin  ylkselmesine bagl  olarak

tohumlarda gimlenme gliciiniin zayif oldugu
gorulmustar.

Sonug

Sonug olarak bu galismada Sakarya ilinde
MDMV’ dn varhgi tespit edilmistir. MDMV
enfeksiyonu serolojik ve molekduler
yontemlerle teyit edilmistir. Yaprak ornekleri
enfekteli bulunan hatlarin gegmis ¢ yila ait
tohumlari da MDMV’ ye karsi test edilmesi
sonucunda A hattina ait stoklardaki
tohumlarin MDMV ile enfekteli oldugu tespit
edilmigtir. A hattina ait ardisik G¢ yila ait

tohumlarin MDMV ile enfekteli bulunmasi
MDMV’ Gn enfeksiyon kaynaginin enfekteli
tohumlar oldugu kanatini uyarmigtir. Ayrica
MDMV’ niin tohumun neresinde bulundugunu
belirlemek igin embriyo ve endosperm
testlemeleri yapilmistir. En onemlisi enfekteli
tohumlarda viristn eradikasyonu igin farkli

sicakhk uygulamalari ile termoterapi
galismalari yuratdlmastar. Uygulanan
termoterapi sonucunda MDMV
konsantrasyonunda 6nemli disus tespit
edilmigtir.
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