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Baz bitki ekstraktlari ve kimyasal maddelerin tiitiin mozaik
viriisii enfeksiyonuna etkilerinin arastirilmasi

Neziha ARSLAN? Semih ERKAN?

SUMMARY

Investigation of the effects of some plant extracts and chemical substances on
the infection of Tobacco mosaic virus

In the present study, the inhibitory effects of 14 plant extracts and 15 chemical substances
were examined on the infection of Tobacco mosaic virus (TMV). According to the results
of experiments on test plants, plant extracts inhibited virus infection at the ratios of 25.92 %
to 97.19 % while the inhibition levels of chemical substances on virus infection ranged
between 10.24 % and 98.30 %. The findings showed that the highest inhibition levels were
obtained with three plant extracts (Dianthus caryophyllus, Capsicum annuum and Yucca
elephantipes) and three chemicals (Sodium dodecylsulfate, Triton X-100 and HuwaSan).
Therefore, the mentioned extracts and chemicals were selected for further steps of the study
at which the effects of some factors as dilution, temperature and application times on the
inhibition of virus infection were examined. Considering the data from assays on test
plants, it was observed that inhibitory activity of D. caryophyllus and sodium
dodecylsulfate was not affected much more with dilution and temperature fluctuations.
Moreover, the results showed that extract from D. caryophyllus had more inhibitory effect
when it was applied in 2 and 4 hours before virus inoculation and on the contrary Sodium
dodecylsulfate inhibited virus infection at higher level when used in 2 and 4 hours after
virus application. Later, in pot experiments performed on tobacco (Nicotiana tabacum L.
cv. Akhisar 97) plants, it was observed that the application of D. caryophyllus extract and
reduction of virus concentration in the tobacco plants by spreying sodium dodecylsulfate
before or after virus inoculation was determined by results of DAS-ELISA test.
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OZET

Bu ¢alismada 14 bitki ekstrakti ve 15 kimyasal maddenin tiitin mozaik viriisii (Tobacco
mosaic Virus=TMV) enfeksiyonu Uzerindeki engelleyici etkileri incelenmistir. Test
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bitkilerinde yiiriitiilen denemelerden saglanan sonuglara gore, kullanilan bitki ekstraktlari
virlis enfeksiyonunu % 25.92 ile % 97.19 arasindaki oranlarda engellerken, kimyasal
maddelerin viriis enfeksiyonu {izerindeki engelleyicilik oranlart % 10.24 ile % 98.30
arasinda degigmistir. Elde edilen bulgular, en yiiksek engelleme oranlarinin bitki
ekstraktlar1 arasinda Dianthus caryophyllus, Capsicum annuum ve Yucca elephantipes,
kimyasal maddeler arasinda ise sodium dodecylsulfate, triton X-100 ve HuwaSan ile elde
edildigini gostermistir. Bu nedenle, yukarida belirtilen ekstraktlar ve kimyasal maddeler
calismanin sonraki asamasi i¢in seg¢ilmistir. Arastirmanin diger asamasinda ise, segilen
ekstraktlar ve kimyasal maddelerin viriis enfeksiyonunun engellenmesi iizerinde seyreltme,
sicaklik ve uygulama zamani gibi faktorlerin etkileri arastirilmistir. Test bitkilerinde
yiiriitiilen denemelerin sonuglari;; D. caryophyllus ve sodium dodecylsulfate’in
engelleyicilik aktivitesinin seyreltme ve sicaklik degisimlerinden ¢ok fazla etkilenmedigini
ortaya koymustur. Ayrica, D. caryophyllus ekstraktinin viriis inokulasyonundan 2 ve 4 saat
once, sodium dodecylsulfate’in ise 2 ve 4 saat sonra uygulanmalar1 halinde viriis
enfeksiyonunu daha yiiksek diizeyde engelledikleri gézlenmistir. Tiitiin (Nicotiana tabacum
L. cv. Akhisar 97) bitkileri ile yapilan saks1 denemelerinde, D. caryophyllus ekstrakti ve
sodium dodecylsulfate’in viriis inokulasyonundan 6nce veya sonra piiskiirtme seklinde
uygulanmasinin tiitiin bitkilerindeki viriis konsantrasyonunu azalttigi DAS-ELISA testi
sonuglarindan anlagilmistir.

Anahtar kelimeler: Tiitiin, tiitin mozaik viriisii, engelleme, bitki ekstrakti, kimyasal
madde.

GIRIS

Tiitlin mozaik viriisii (Tobacco mosaic virus, TMV) Tobamovirus genusu igerisinde
yer alan, tek sarmal RNA genomu igeren ve 300x18 nm boyutlarinda ¢ubuk
seklinde partikiillere sahip bir hastalik etmenidir. Diinya genelinde yaygin olan bu
virlis 30 familyaya ait 199 farkli bitki tiiriinii enfekte edebilmektedir. Ancak,
virisiin neden oldugu hastalik sonucu olusan kayiplar en fazla Solanaceace
familyasina ait tiirlerde goriilmektedir (Bagley 2001).

Tiitlin diinyada 60. kuzey ve 40. gliney enlemleri arasinda iklim sartlarma gore 80-
100 giinliik vejetasyon siiresi i¢inde yetistirilen ve kurutulmus yapraklarindan
yararlanilan Solanaceace familyasina ait tek yillik bir kiltir bitkisidir. Tiitiin
tohumunun ¢imlenmesi i¢in uygun ortalama sicaklik 12-14°C, bitkinin en uygun
gelisme sicakligi ise 25-30°C’dir. Nicotiana tabacum ve N. rustica keyif verici
ozellikleri dolayisiyla yetistiriciligi yapilan yaygin tiitiin ¢esitleridir (Ersan 2004).

Bugiin diinyanin 128 ilkesinde degisik kalite ve 6zellige sahip tiitiin ¢esitlerinin
tarim yapilmaktadir (Koprulu et al. 2009). Diinya toplam tiitlin {iretiminin yaklasik
%1 Cin, Tirkiye, ABD, Hindistan, Endonezya ve Brezilya’da ger¢eklesmektedir
(Giil ve Ataseven 2004).

Tiitlinde tiriin ve kalite kaybina yol agan ¢ok sayida zararli ve hastalik etmeni
bulunmaktadir. Tiitiin tiretiminde fungal ve bakteriyel hastaliklarin yani sira bir¢ok
virlis hastalig1 ile de karsilasilmaktadir. Bu g¢alismada ele alinan tiitiin mozaik
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viriisii, diinya capinda ticari olarak yetistiriciligi yapilan tiitiinlerde enfeksiyon
meydana getirmekte, hem verimi ve hem de kaliteyi diisiirmektedir. Goriiniir higbir
belirti olmasa bile viriis sistemik olarak konuk¢unun kok, gdvde ve yapraklarinda

bulunmakta ve ekonomik diizeyde {iiriin kayiplarina neden olmaktadir (Bagley
2001).

Bu c¢alismada tiitiinde 6nemli verim ve kalite eksilislerine yol agmasi nedeniyle
ekonomik agidan olduk¢a o6nemli olan TMV enfeksiyonunun degisik bitki
ekstraktlar1 ve kimyasal maddeler kullanarak engellenmesi amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT

Calisgmanin materyalini, TMV enfeksiyonuna karsi antiviral etkileri aragtirilan
degisik bitki tiirlerinin ekstraktlar1 ve aralarinda pestisitlerin de yer aldig1 bazi
kimyasal maddeler olusturmaktadir (Cizelge 1).

Cizelge 1. TMV enfeksiyonunu engelleme etkileri incelenen bitki tiirleri ve kimyasal

maddeler.
Bitki Tiirleri .
Bilimsel ismi Tiirkge ismi Kimyasal maddeler
Allium cepa Sogan Armure 300 EC
Apium graveolens Kereviz Aspirin
Capsicum annuum Biber Axial 45 EC
Chrysanthemum sp. Krizantem Crop-Set
Dianthus caryophyllus Karanfil Fusilade Forte
Impatiens sp. Cam giizeli HuwaSan TR-50
Nerium oleander Zakkum Puma Super
Petroselinum crispum Maydanoz Roundup Ultra
Prunus avium Kiraz Rovral 50 WP
Prunus cerasus Visne SilverOXY
Prunus persica Seftali Sodium dodecylsulfate (SDS)
Punica granatum Nar Topas 100 EC
Rosa sp. Giil Topik 240 EC
Yucca elephantipes Fil ayakl yukka Triton X-100
Virosan

Denemelerde kullanilmak {izere segilen ve Cizelge 1°de verilen bitki tiirlerinin ve
kimyasal maddelerin TMV enfeksiyonu iizerine etkilerini saptamak amaciyla bazi
test bitkilerinden yararlanilmistir. TMV’niin ¢ogaltilmasi amaciyla N. tabacum cv.
Maden, bitki ekstraktlarinin ve kimyasal maddelerin engelleme etkilerini saptamak
amaciyla viriisiin lokal leke konukcusu olan N. glutinosa ve denemenin en son
asamasinda saks1 denemelerinde kullanilmak amaciyla Akhisar 97 adli tiitiin ¢esidi
kullanilmigtir,

TMYV ile enfekteli olan bitkilerden alinan yapraklar havanda 0.01 M fosfat tamponu
(pH:7.2) iginde ezilerek N. tabacum cv. Maden bitkilerine inokule edilmis ve
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virlisiin ¢ogaltilmas1 saglanmistir. Inokulasyondan 2-3 hafta sonra toplanan
yapraklar torbalara konularak gerektiginde kullanilmak tizere derin dondurucuda
saklanmigtir.

Engelleme etkileri arastirilacak olan bitkilere ait yaprak ornekleri ayri ayri 1:1
(agirlik:hacim) oraninda saf su ile karistirilmigs ve havanda iyice ezilmeleri
saglanmistir. Daha sonra filtre kagidindan gegirilerek bitki ekstraktlar1 elde
edilmistir. Kimyasal maddeler ise bitkilerde fitotoksiteye yol agmamasi igin
etiketlerinde tavsiye edilen dozlara gore hazirlanmistir (Corbett and Sisler 1967).

Inokulumu hazirlamak amaciyla dondurucudan cikarilan TMV ile enfekteli N.
tabacum cv. Maden bitkilerinin yapraklart 1:1 (agirlik:hacim) oranindaki 0.01 M
fosfat tamponu (pH:7.2) ile karistirllmis ve havanda ezilmistir. Ardindan filtre
kagidindan gegirilerek yaprak pargaciklarindan aritilan TMV igeren ozsular
denemeler siiresince inokulum olarak kullanilmigtir (Ttirkileri 1991).

Bitki ekstraktlarmin ve kimyasal maddelerin engelleme etkinliklerini saptamak
amactyla N. glutinosa test bitkilerinin iyi gelisen 5-6 yapragi disindaki diger
yapraklar koparilmis ve iyi gelisen yapraklara agindirict toz serpilmistir. TMV
iceren inokulum, farkli bitki ekstraktlari veya kimyasal maddeler ile 1:1
(hacim:hacim) oraninda karistirilirken, kontrol i¢in ise ayni oranda saf su ile
karistirilarak N. glutinosa test bitkilerinin asindirici toz serpilmis olan yapraklarina
“yarim yaprak yontemi” ile uygulanmigtir. Yarim yaprak yontemine gore;
yapraklarin sag yarilarina inokulum+saf su, aymi yapraklarin sol yarilarina ise
inokulum-+bitki ekstrakti/kimyasal madde uygulanmistir. inokulasyondan 2 giin
sonra yapraklarda meydana gelen lekeler sayilmis ve asagidaki formiil ile
degerlendirilmistir (Corbett and Sisler 1967, Schade 1958).

% Engelleme = 1- (ULL/TLL).100
ULL: Uygulama tarafinda olusan lokal leke sayis1
TLL: Kontrol tarafinda olusan lokal leke sayist

Engelleme etkinliklerinin hesaplanmasindan sonra istatistiksel analizler yapilmistir.
Bitki ekstraktlart ve kimyasal maddelerin TMV enfeksiyonu iizerindeki
engelleyicilikleri arasindaki ayricaliklarin belirlenmesinde istatistiki degerlendirme
icin SPSS programi kullanilarak DUNCAN testinden yararlanilmig ve gerektiginde
ise TUKEY HSD ile degerlendirilmis ve goriilen farkliliklar yorumlanmistir
(Diizgiines ve ark. 1987).

Test bitkilerindeki denemelerde TMV enfeksiyonunu en yiiksek diizeyde
engelleyen 3 bitki ekstrakti ve 3 kimyasal madde sonraki denemelerde kullanilmak
iizere sec¢ilmistir. Bitki ekstraktlarindaki ve kimyasal maddelerdeki antiviral veya
inhibitér maddelerin etki mekanizmasi hakkinda fikir edinebilmek amaciyla
seyreltme, sicaklik ve viriis inokulasyonundan 6nce veya sonra uygulanma gibi
faktorlerin etkileri arastirilmistir.
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Secilen 3 bitki ekstraktinin ve 3 kimyasal maddenin her biri saf su ile ayr ayri
1/10, 1/50 ve 1/100 oraninda seyreltilmistir. Daha sonra 1:1 oraninda inokulum ile
karistirilarak test bitkilerine yarim yaprak yontemine gore inokule edilmistir.

Bitki ekstraktlar1 ve kimyasal maddelerin TMV enfeksiyonunu engelleyicilikleri
iizerinde sicakligin etkisini saptamak amaciyla her biri 60°C, 70°C ve 80°C’de
10’ar dakika siire ile tutulmustur. 10 dakikanin sonunda tiipler hemen musluk
altinda sogutulmustur. Sogutmanin ardindan her biri esit miktarda inokulum ile
karistirilarak test bitkilerine yarim yaprak yontemine gore inokulasyon yapilmistir
(Erkan 1982).

Bitki ekstraktlar1 ve kimyasal maddelerin farkli zamanlarda uygulanmalarmin
TMV enfeksiyonuna etkisini saptamak amaciyla virlis inokulasyonundan dnce ve
sonra uygulama yapilmistir. Oncelikle bitki ekstraktlar1 veya kimyasal maddeler
test bitkileri yapraklarinin sol yarilarma uygulanmistir. Yapraklarin sag yarilarina
ise sadece saf su uygulanmistir. Uygulamadan 2, 4, 8, 16 ve 24 saat sonra bu
yapraklarin tiim yiizeyine viriis inokule edilmistir. Inokulasyon sonras1 uygulama
icin ise; test bitkileri yapraklarinin tiim yiizeyi viriis ile inokule edildikten 2, 4, 8§,
16 ve 24 saat sonra ayni1 yapraklarin sol yarilarma bitki ekstraktlar1 veya kimyasal
maddeler, sag yarilarina ise sadece saf su uygulanmistir (Erkan 1982).

Uygulama zamaninin etkisini saptamak amaciyla yapilan denemelere gore; TMV
enfeksiyonunu en yiiksek oranda engelleyen 1 bitki ekstrakti ve 1 kimyasal madde
saks1 denemelerinde kullanilmak tizere se¢ilmistir. Denemelere gore; bitki ekstrakti
virlis inokulasyonundan 2 ve 4 saat Once, kimyasal madde ise virlis
inokulasyonundan 2 ve 4 saat sonra en fazla etkiyi géstermistir. Bu nedenle saksi
denemeleri de bitki ekstrakti i¢in inokulasyondan 2 ve 4 saat dnce, kimyasal madde
icin ise 2 ve 4 saat sonra olacak sekilde 4 tekerriirlii olarak kurulmustur. Bitki
ekstrakti, kimyasal madde ve viriis piiskiirtme yoluyla Akhisar 97 adli tiitiin
cesidine verilmistir. inokulasyondan 2-3 hafta sonra yaprak &rnekleri alinmis ve
degerlendirme i¢in DAS-ELISA testi uygulanmstir (Clark and Adams 1977).

SONUCLAR

Cizelge 1’de verilen bitki ekstraktlar1 ve kimyasal maddelerin TMV enfeksiyonu
tizerindeki engelleme etkinliklerini arastirmak amaciyla N. glutinosa bitkilerinde
yiiriitiilen denemelerin sonuglar1 Cizelge 2’de verilmistir.

Cizelge 2’de goriildiigli gibi bitki ekstraktlar1 icinde TMV enfeksiyonunu en
yiiksek diizeyde D. caryophyllus, Y. elephantipes., C. annuum ve P. granatum
engellerken, kimyasal maddeler icinde en yiiksek diizeyde engellemeyi SDS,
Triton X-100 ve HuwaSan gostermistir. Elde edilme, engelleyici maddenin yapisal
ozellikleri, saklama, kullanilma ve bulunma kolaylig1 gibi kriterler dikkate alinmig
ve her iki gruptan ilk ii¢ sirada bulunanlar ile denemelere devam edilmistir.
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Cizelge 2. Bitki ekstraktlari ve kimyasal maddelerin TMV enfeksiyonunu engelleme

oranlari.
r s Ortalama Kimyasal Ortalama

Bitki Ekstraktlar: Engelleme (%) * Maddeler Engelleme (%) *

. 97.19£1.96 a 98.30+0.49 a
Dianthus caryophyllus (89.47-99.92) SDS (96.73-99.24)
. 94.24+1.38 a . 97.75+0.69 a

Yucca elephantipes (90.47-97.87) Triton X-100 (95.94-99.46)
Capsicum annuum 92.5843,21 a HuwaSan 84.43+6.79 ab
P (83.87-98.81) (58.46-95.89)
Punica granatum 88.96+1.77 a Virosan 63.60+7.07 bc
9 (82.69-92.66) (38.57-78.57)
Impatiens s 74.95+3.36 ab Aspirin 45.68+6.65 cd
P P- (66.66-86.79) P (26.25-61.40)
Rosa sp. 62.47+£8.66 bc Roundup Ultra 39.35+4.35 cde

(37.07-78.57)

(27.41-48.87)

46.12+7.68 cd

34.8847.04 def

* Ayni harfleri tasiyan ortalamalar p<0.01 olasiliga gore ayni gruptandir.

Petroselinum crispum (30.00-73.83) Axial 45 EC (19.72-52.63)
Chrysanthemum s 38.87+7.13 cd Puma Super 29.85+6.64 def

y P- (22.77-57.23) P (11.11-43.75)

. 37.38+4.04 cd . 28.49+5.99 def
Prunus persica (29.61-49.15) SilverOXY (15.43-50.00)

. 34.95+5.60 d 27.18+6.26 def

Apium graveolens (14.81-47.54) Rovral 50 WP (16.62-51.38)
31.88+6.61 d 24.05+3.65 def
Prunus cerasus (20.00-57.50) Topas 100 EC (11.90-32.65)

. 31.60+5.89 d . 22.45+5.40 def
Allium cepa (18.09-51.72) Topik 240 EC (8.70-39.39)
Nerium oleander 27.97+4.69 d Crop-Set 21.824+4.90 def

(17.40-41.40) P (13.51-35.59)
. 25.92+5.20 d 13.24+3.33 ef
Prunus avium (11.11-39.02) Armure 300 EC (7.14-25.00)
. 10.24+1.17 f
Fusilade Forte (7.69-14.28)
[F= 27.67] [F=30.14]

Bitki ekstraktlarinin ve kimyasal maddelerin TMV enfeksiyonunu engelleme
yiizdelerinin hesaplanmasinda kullanilan lokal lekelerin goriinimii Sekil 1’°de
verilmistir.
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kontrol

Sekil 1. Test bitkilerine mekanik inokulasyon sonucu olusan lokal leke seklindeki belirtiler
a. Dianthus caryophyllus, b. Fusilade Forte

Daha sonraki denemelerde kullanilmak tizere Cizelge 2’deki wveriler dikkate
alinarak bitki ekstraktlarindan D. caryophyllus, Y. elephantipes, C. annuum,
kimyasal maddelerden ise SDS, Triton X-100 ve HuwaSan seg¢ilmistir. Secilen bu
bitki ekstraktlart ve kimyasal maddelerin viriis enfeksiyonu iizerinde seyreltme,
sicaklik ve viriis inokulasyonundan once veya sonra uygulanma gibi faktorlerin
etkilerini arastirmak amaciyla denemeler yapilmustir.

Bitki ekstraktlari ve kimyasal maddelerin TMV enfeksiyonu flizerinde olan
engelleyicilikleri {izerinde seyreltmenin etkisini tespit etmek amaciyla yapilan
denemelerin sonuglar Cizelge 3 ve Cizelge 4’te verilmektedir.

Cizelge 3. Seyreltilmis bitki ekstraktlarinin viriis enfeksiyonu lizerindeki etkisi.

Ortalama Engelleme (%0)*

Seyreltme

Basamag C. annuum D. caryophyllus Y. elephantipes
11 92.58+3.21 a 97.19+1.96 a 94.24+1.38 a
(83.87-98.81) (89.47-99.92) (90.47-97.87)
1/10 37.60+3.34 b 96.70+0.42 a 93.19+0.58 a
(28.62-48.91) (95.75-97.87) (91.55-94.73)
1/50 25.24+0.68 C 96.07+0.63 a 35.29+2.04 b
(23.34-27.21) (94.59-97.64) (30.43-41.12)
1/100 17.88+1.14 c 86.80+1.44 b 34.37£1.58 b
(14.32-21.39) (83.33-89.85) (29.23-38.46)
[F=196.74] [F=15.12] [F=519.67]

* Ayni harfleri tastyan ortalamalar p<0.01 olasiliga gére ayni1 gruptandir.

Cizelge 3’e gore seyreltmeden en az etkilenen ekstrakt D. caryophyllus bitkisine
aittir.  D. caryophyllus ekstraktinin, 1/10 ve 1/50 oranindaki seyreltme
basamaklarinda TMV enfeksiyonunu yiiksek diizeyde engelledigi goriillmektedir.
C. annuum ve Y. elephantipes bitki ekstraktlarinin engelleyicilikleri ise seyreltme
ile 6nemli diizeyde azalma gostermistir.
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Cizelge 4. Seyreltilmis kimyasal maddelerin viriis enfeksiyonu tizerindeki iizerindeki etkisi.

Ortalama Engelleme (%)*

Seyreltme Basamag SDS HuwaSan Triton X-100
11 98.30+0.49 a 84.43+69.79 a 97.75+0.69 a
(96.73-99.24) (58.49-95.89) (95.94-99.46)

1/10 72.60£1.91 b 66.31+1.75 b 42.87+2.45b
(67.23-77.97) (59.58-69.35) (37.66-51.29)

1/50 63.28+2.64 C 61.66+:1.80 b 31.69+1.65¢
(56.85-69.04) (56.83-67.44) (26.84-36.47)

1/100 31.77+2.47 d 39.57+£1.28 ¢ 16.32+1.27d
(25.29-38.59) (35.38-42.59) (13.20-20.19)

[F= 178.04] [F=25.21] [F= 466.26]

* Ayni harfleri tastyan ortalamalar p<0.01 olasiliga gore ayni gruptandir.

Cizelge 4 incelendiginde; Triton X-100’in seyreltme sonucu viriisii engelleme
yeteneginde onemli azalma oldugu goriilmektedir. SDS ve HuwaSan’in 1/10 ve
1/50 oranlarmdaki seyreltmeleri engelleyiciliklerinde bir miktar azalma meydana
getirmesine ragmen, her ikisi icin de Onemli diizeyde azalma 1/100 seyreltme
basamaginda gerceklesmistir.

Secilen bitki ekstraktlarinin ve kimyasal maddelerin iizerinde sicakligin etkisini
saptamak amaciyla yapilan denemelerin sonuglari Cizelge 5 ve Cizelge 6’da
verilmektedir.

Cizelge 5. Farkli sicakliklardaki bitki ekstraktlarinin viriis enfeksiyonu iizerindeki etkisi.

Ortalama Engelleme (%)*

Sicaklik (°C) C. annuum D. caryophyllus Y. elephantipes
Kontrol 92.58+7.19 a 97.19+4.37 a 94.24+3.08 a
(83.87-98.81) (89.47-99.92) (90.47-97.87)

60 81.03+5.80 b 96.20+3.11 a 93.31+3.06 a
(75.00-88.16) (90.90-98.78) (88.88-96.24)

70 76.76+4.74 b 93.14+4.56 a 92.54+5.21 a
(69.66-81.81) (87.50-96-87) (84.33-98.21)

80 53.66+4.74 ¢ 67.94+5.35b 74.78+1.67 b
(48.57-60.62) (59.19-73.50) (73.00-77.29)

[F=40,34] [F=49.29] [F=35.59]

* Ayni harfleri tastyan ortalamalar p<0.01 olasiliga gére ayn1 gruptandir.

Cizelge 5 incelendiginde; D. caryophyllus ve Y. elephantipes ekstraktlarinin 60°C
ve 70°C’de tutulmalarmin TMV enfeksiyonu {izerinde 6nemli bir degisiklige yol
agmadig1 goriilmektedir. Ancak, bu ekstraktlarin 80°C’lik bir ortamda birakilmalari
sonucunda etkinliginde azalma meydana gelmistir. C. annuum ekstrakti ise
80°C’de TMYV enfeksiyonu tlizerindeki etkinligini 6nemli derecede kaybetmistir.
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Cizelge 6. Farkli sicakliklardaki kimyasal maddelerin viriis enfeksiyonu tizerinde etkisi.

Ortalama Engelleme (%0)*

Sicaklik (°C) SDS HuwaSan Triton X-100
Kontrol 98.30+1.10 a 84.43+15.17 a 97.75+1.54 a
(96.73-99.24) (58.46-95.89) (95.94-99.46)

60 97.84+1.77 a 79.35+£10.65 a 82.47+£9.36 b
(94.73-98.95) (66.75-88.48) (70.23-92.40)

70 05.71+2.78 a 76.23£5.95 a 80.91+ 8.05b
(91.17-98.41) (67.27-83.13) (70.58-89.55)

80 81.60+5.09 b 66.79+ 9.57 a 72.74+4.76 b
(74.29-86.97) (55.00-78.33) (67.75-79.84)

[F=178.04] [F= 25.21] [F= 466.26]

* Ayni harfleri tastyan ortalamalar p<0.01 olasiliga gore ayni gruptandir.

Cizelge 6’ya gore; kimyasal maddelerin degisik sicaklik derecelerinde tutulmalari
sonucunda TMV enfeksiyonu iizerinde 6nemli bir degisiklik olmadig1 gézlenirken,
engelleyiciligini en az yitiren kimyasal maddenin istatistiki agidan HuwaSan
oldugu goriilmektedir.

Secilen bitki ekstraktlarmin ve kimyasal maddelerin virilis inokulasyonundan 6nce
veya sonra uygulanmasi durumundaki engelleyicilikleri {izerindeki etkisini
arastirmak icin yapilan denemelerin sonuglar1 Cizelge 7 ve Cizelge 8’de
verilmistir.

Bitki ekstraktlarmin TMV inokulasyonundan &nce veya sonra uygulanmalarinin
engelleyiciliklerinde azalmaya neden oldugu goriilmektedir. Bitki ekstraktlarinin
viriis inokulasyonundan sonra uygulanmasinin genel olarak engelleyiciliklerini
onemli derece azalttigi saptanmistir. Inokulasyondan dnce uygulanan ekstraktlar
arasinda engelleme etkisini zamana bagimli olarak en az yitiren ekstrakt ise D.
caryophyllus’tur.
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Cizelge 7. Bitki ekstraktlarinin uygulama zamaninin viriis enfeksiyonu tizerindeki etkisi.

Ortalama Engelleme (%0)*

Uygulanma Zamani C. annuum D. caryophyllus Y. elephantipes
24 saat dnce 8.30+£0.93 e 18.03+1.17 de 16.75+1.52 e
(5.93-10.81) (14.67-21.36) (12.45-20.63)

16 saat dnce 14.04+1.12 de 28.77+2.16 d 29.05+2.78 cd
(9.97-16.57) (22.08-33.79) (22.38-37.27)

15.41+0.75 cde

63.61+4.33 bc

33.52+4.12 cd

8 saat once (13.43-17.39) (52.85-75.00) (25.64-48.31)
4 eant fmoe 22.06+1.39 be 69.05£5.52 b 36245238 ¢
(18.69-26.60) (53.26-84.60) (30.20-44.34)
7 et o 26.77£1.76 b 73.7424.08 b 48.6943.04 b
(23.04-33.36) (63.30-84.11) (41.42-59.09)
Viriis ile birlikte 92.58+3.21 a 97.14+1.96 a 94.24+1.38 a
(83.87-98.91) (89.47-99.92) (90.47-97.87)
7 saat sonra 19.95+0.80 bed 521023 88 ¢ 36225310 C
(17.90-22.03) (43.28-62.33) (30.84-44.94)

16.59:2.12 cd 2598:224d | 27.77:2.78 cde

4 saat sonra

(12.24-22.94)

(19.71-32.61)

(20.82-37.15)

8 saat sonra

18.84+1.02 cd
(15.64-21.19)

18.65+1.58 de
(15.00-23.30)

26.03+£2.16 cde
(19.58-31.25)

16 saat sonra

15.34+1.45 cde
(11.70-19.27)

16.56+1.78 de
(13.08-23.33)

22.86+1.45 de
(18.64-26.04)

o4 saat sonfa 12.91%1.49 de 6.1620.87 16.13+1.91 e
(10.66-17.83) (4.09-8.33) (11.61-21.64)
[F= 207.804] [F= 95.052] [F=72.327]

*Ayn harfleri tastyan ortalamalar p<0.01 olasilifa gére ayn1 gruptandir.

Cizelge 8’deki verilere gore; kimyasal maddeler de bitki ekstraktlarinda oldugu
gibi, test bitkilerine TMV inokulasyonundan 6nce veya sonra uygulandiklarinda

engelleyiciliklerinde azalma ortaya c¢ikmustir.

Kimyasal

maddelerin  virls

inokulasyonundan sonra uygulanmalart durumunda engelleme etkilerini daha az
yitirdikleri gozlenirken, engelleme etkisini en az yitiren kimyasal maddenin SDS

oldugu goriilmektedir.

198



Cizelge 8. Kimyasal maddelerin uygulama zamaninin viriis enfeksiyonu iizerindeki etkisi.

Ortalama Engelleme (%)

Uygulanma SDS HuwaSan Triton X-100
Zamanm
24 saat Snce 9.80+0.98 e* 7.52+0.81e 14.19+1.43 ef
(7.20-12.84) (5.81-10.02) (9.69-17.39)
16 saat dnce 12.80+0.81 e 10.81+ 1.22 de 20.03+0.97 de
(10.91-15.51) (8.00-14.21) (17.98-23.62)

16.31+1.13 de

13.03£1.06 de

2236+ 1.11 de

8 saat Once (13.21-19.71) (10.70-16.89) (19.28-25.33)

4 sant e 27235311 d 15.78+ 1.78 de 23420228 d
(22.22-39.02) (11.11-20.74) (18.86-31.81)

) ant Smee 28.96:3 44 d 25.00£1.30 cd 24152227 d
(20.18-38.61) (21.59-29.00) (17.78-29.78)

Viriis ile birlikte 98.30+0.49 a 84.43+6.79 a 97.75+0.69 a
(96.73-09.24) (58.46-95.89) (95.94-09.46)

7 saat sonra 78.853.80 b 49.39£4.46 b 4543£3.12 b
(65.78-87.50) (38.33-63.33) (35.54-53.18)

68.29+5.30 be 482553.01 b 34314192 ¢

4 saat sonra

(56.00-81.07)

(42.85-58.26)

(29.16-40.71)

8 saat sonra 60.63+4.92 ¢ 36.78+3.42 bc 27.98+1.41 cd
(51.35-73.17) (28.09-46.00) (24.39-31.11)
16 saat sonra 9.58+1.22 e 16.37+1.80 de 20.34+ 1.37 de
(6.94-13.70) (12.12-21.00) (16.73-23.81)
24 saat sonra 3.38+0.41¢e 5.05£0.45 ¢ 10.54+0.98 f
(2.38-4.70) (3.59-6.14) (8.19-13.33)
[F=127.124] [F= 65.897] [F=191.630]

*Ayni harfleri tagiyan ortalamalar p<0.01 olasiliga gére ayn1 gruptandir.

Akhisar 97 tiitlin ¢esidinde TMV enfeksiyonunu engellemek amaciyla yapilan
denemelerde kullanilan bitki ekstrakti ve kimyasal madde, Cizelge 2’de elde edilen
engelleme oranlart ve sicaklik, seyreltme ve uygulama zamaninin etkisi gibi
faktorlerden etkilenme durumlarma gore secilmislerdir. Buna gore; bitki
ekstraktlarindan D. caryophyllus, kimyasal maddelerden ise SDS segilmis ve bu
denemelerde kullanilmistir. Bu denemenin sonuglar1 DAS-ELISA araciligiyla
degerlendirilmistir. D. caryophyllus ekstrakti inokulasyon 6ncesi 2 ve 4 saat 6nce,
SDS ise inokulasyon sonrasi 2 ve 4 saat sonraki uygulamalarda daha etkili
bulundugu ic¢in bu uygulama zamanlarma goére Akhisar 97 tiitiin ¢esidine ait
bitkilere piiskiirtme yoluyla uygulanmiglardir. D. caryophyllus ekstraktt ve SDS’n
puskiirtme yoluyla tiitiin bitkilerine uygulanmasinin ekstraktin ve kimyasal
maddenin engelleyiciliklerine olan etkilerini aragtirmak amaciyla yiiriitillen
denemenin sonuglari Cizelge 9°da verilmistir.
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Cizelge 9. D. caryophyllus ekstrakti ve Sodium dodecylsulfate’in Akhisar 97 tiitiin
¢esidinde TMV igerigine olan etkileri.

Uygulanma Zamam D. caryophyllus SDS
Inokulasyon dncesi 2 saat 0.7511 —*
Inokulasyon dncesi 4 saat 0.8400 —*
Kontrol 1.2215 1.2342
Inokulasyon sonrasi 2 saat —* 1.1725
Inokulasyon sonrasi 2 saat —* 1.2005

* uygulama yapilmadi + kontrol: 1.8150 - kontrol: 0.1280

Yapilan DAS-ELISA testinin sonucuna gore, bitki ekstrakti kimyasal maddeye
gbre daha etkili bulunmustur. D. caryophyllus ekstraktinin inokulasyondan 4 saat
once uygulanmast durumunda kontrole gore % 32, ekstraktin virlis
inokulasyonundan 2 saat once piiskiirtilmesi durumunda ise % 40 diizeyinde
olacak sekilde viriis konsantrasyonunda azalma sagladigi gdzlenmistir. SDS ise
inokulasyondan 2 saat sonra uygulandiginda kontrole gore % 7, inokulasyondan 4
saat sonra uygulandiginda % 5 oranlarinda, viriis konsantrasyonunda azalma
saglamistir (Cizelge 9).

TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, ekonomik agidan 6nemli kayiplara yol acabilen ve ¢ok kolay
yayilabilmesi nedeniyle kontrolii zor olan bu viriise kars1 degisik bitki ekstraktlar
ve kimyasal maddelerin enfeksiyon siddeti iizerindeki etkileri arastirilmistir.

14 farkli bitki ekstrakti ile yapilan denemelerin sonucunda kullanilan bitki
ekstraktlarinin TMV enfeksiyonu siddetinde % 25.92-97.19 arasinda degisen
oranlarda azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Cizelge 2). Bitki ekstraktlari
icerisinde D. caryophyllus (% 97.19), Y. elephantipes (% 94.24), C. annuum (%
92.58), Punica granatum (% 88.96) bitkilerine ait ekstraktlarin digerlerine goére
enfeksiyon siddetini daha yiiksek diizeyde azalttig1 belirlenmistir.

D. caryophyllus ekstrakti ile elde edilen olumlu sonuglar, Stirpe et al. (1981)
tarafindan yapilan ¢alismada da elde edilmistir. C. annuum ekstrakti kullanilarak
bu ¢alismada elde edilen bulgular Apablaza and Bernier (1972) tarafindan yapilan
calismadaki sonuglar ile uyum gostermektedir. Bu arastiricilar tarafindan da C.
annuum ekstraktinin  TMV enfeksiyon siddetinde azalmaya neden oldugu
belirlenmistir. Hiramatsu et al. (1987) yaptiklar1 ¢alismalarinda Y. elephantipes
ekstraktinin TMV enfeksiyonu siddetinde sagladigi azalmaya benzer sekilde bir
etki gosterdigini belirtmektedir.

15 farkli kimyasal madde ile yapilan denemelerin sonucuna goére; kimyasal
maddelerin % 10.24-98.30 arasinda degisen oranlarda TMV enfeksiyonu
siddetinde azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Cizelge 2). Kimyasal maddeler
igerisinde SDS (% 98.30), Triton X-100 (% 97.75) ve HuwaSan (% 84.43)’1n
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kullanilan diger kimyasal maddelere gore TMV enfeksiyonu siddetini daha yiiksek
diizeyde azalttigi belirlenmistir. Sodium dodecylsulfate ile elde edilen bulgular
Rafikova et al. (2004) tarafindan yapilan g¢alismada da elde edilmistir. Bu
calismada diisiik dozdaki SDS’in TMV’niin partikiil yapisin1 bozarak etkili
olabildigi belirtilmektedir. Cizelge 2’de belirtildigi sekilde Triton X-100 TMV
enfeksiyonu siddetinde dnemli diizeyde azalmaya neden olmustur. Ayni kimyasal
madde ile Panyukov et al. (2008)un yaptig1 caligmada da Triton X-100’lin
TMV’niin partikiil yapisin1 bozdugu gozlenmistir. HuwaSan ile TMV enfeksiyonu
siddetinin azaltilmas1 yoniinden olumlu sonuglar elde edilmistir (Cizelge 2). TMV
enfeksiyonuna karsi HuwaSan’1n etkili maddesi olan hydrogen peroxide ile yapilan
bir ¢caligmada, Arabidopsis thaliana tohumlarina % 30 oraninda hydrogen peroxide
uygulamasi sonucu TMV’ne kars1 dayanikliligin arttigi saptanmistir (Ginzberg and
Lomanov 2006).

Calismanin ikinci asamasinda; secilen bitki ekstraktlart ve kimyasal maddelerin
pratikte kullanimlar1 disiiniilerek sicaklik ve seyreltme gibi bazi faktorlerin
enfeksiyon siddetine olan etkileri arastirilmigtir.

Elde edilen sonuglara gore; seyreltmenin bitki ekstraktlarinin enfeksiyon siddetine
olan etkisini olumsuz yonde etkiledigi gorilmiistiir. Seyreltmeden en az etkilenen
bitki ekstrakti D. caryophyllus olurken, en fazla etkilenen ise C. annuum ekstrakti
olmustur (Cizelge 3).

Blaszczak et al. (1959), bitki ekstraktlarmmin engelleme etkilerini yitirmemeleri
acisindan en fazla 1/10 oraninda seyreltilmeleri gerektigini agiklamaktadirlar. Buna
karsin, baz1 bitki ekstraktlariin daha yiliksek oranlarda seyreltilmelerine karsin
etkililiklerini siirdiirdiiklerini bildirmektedirler.

Kimyasal maddeler iizerinde seyreltmenin etkisini arastirmak amaciyla yapilan
denemeler sonucunda bitki ekstraktlarinda gozlendigi gibi kimyasal maddelerin de
seyreltilmeleri durumunda etkililiklerinin azaldigi goriilmistiir. Triton X-100
seyreltmeden en ¢ok etkilenen kimyasal madde olmustur (Cizelge 4).

Bazi1 antiviral maddeler sicaklik artistyla birlikte etkililiklerini hemen yitirmelerine
kargin, bazilart yiiksek sicaklilarda bile enfeksiyon siddetini azaltmayi
stirdiirebilmektedir. Prasad et al. (1995), yaptiklari ¢aligmada Clerodendrum
inerme’den izole edilen iki glikoproteinin 80°C’ye kadar olan sicakliklarda bile
enfeksiyon siddetini azaltma etkilerinin devam ettigini ileri siirmektedir.

Sicakligin bitki ekstraktlarinin TMV enfeksiyonu siddetine olan etkisini belirlemek
amaciyla yapilan denemelere gore; D. caryophyllus ve Y. elephantipes
ekstraktlarinin 60°C ve 70°C’de etkililikleri azalmamis, ancak 80°C’de azalma
meydana geldigi belirlenmigtir. C. annuum ekstraktinin ise 60°C’den itibaren
etkliliginde azalma meydana gelmistir (Cizelge 5). Bawden (1954), sicaklik
artistyla birlikte etkililigin azalmasini; protein yapisindaki inhibitér maddelerin
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70°C’de 1sitilmalar1 sonucu yapilarmin bozulabilmesi ile iliskili oldugunu
acgiklamaktadir.

Kimyasal maddeler ile yapilan denemelere gore ise; HuwaSan sicaklik artigina
ragmen etkililigini pek kaybetmemistir. Buna karsin; Triton X-100’in etkililiginde
60°C’de diisiis olurken, SDS’in TMV enfeksiyonu iizerindeki etkisi ise 80°C’de
azalmaya basglamistir.

Bitki ekstraktlarinin ve kimyasal maddelerin TMV enfeksiyonu siddetini azaltma
mekanizmasini tespit etmek ve uygulamada kolayliklar saglayabilmek amaciyla bu
caligmada, segilen bitki ekstraktlart ve kimyasal maddeler inokulasyondan &nce
veya sonra test bitkilerine uygulanmistir.

Bitki ekstraktlarinin TMV enfeksiyonu iizerindeki etki mekanizmasini belirlemek
icin yapilan denemelerin sonuglarina (Cizelge 7) gore, bitki ekstraktlarinin
inokulasyondan once uygulanmalar1 durumunda etkililiklerinin daha yiiksek
oldugu goriilmektedir. Bu da bitki ekstraktlarinin enfeksiyon inhibitorleri olarak
bitki duyarlilig1 lizerinde etki yaptiklarini gostermektedir. Ostermann et al. (1987)
tarafindan yapilan ¢aligmada D. caryophyllus ekstraktinin viriis inokulasyonundan
once uygulandigt durumda etkililigin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Ekstraktlarin yaprak ylizeyinde olusan enfekte olabilen noktalar ile birleserek
virlisiin bitkiye giris noktalarin1 ortadan kaldirdigi veya bitkinin virlise olan
duyarhiligmmi degistirerek TMV enfeksiyonu siddetinde azalmaya neden oldugu
diisiiniilmektedir.

Hiramatsu et al. (1987), Yucca recurvifolia’nin yapragindan ve Lentinus edodes’in
meyve kismindan elde ettikleri ekstraktlarla yaptiklar1 ¢alismada bu ekstraktlarin
TMV enfeksiyonu siddetini azaltici etkileri oldugunu saptamislardir. Elde ettikleri
sonuglara gore; enfeksiyon siddetindeki bu azaltict etki bitki ekstraktlarinin viriis
enfeksiyonu iizerinde tedavi edici degil, Onleyici etkileri oldugu yoniinde
acgiklanmustir.

Kimyasal maddelerle yapilan denemelere gore, inokulasyon Oncesi yapilan
uygulamalarda engelleme oldukca diisiik seviyelerde iken, inokulasyondan sonra
yapilan uygulamalarda engelleyiciligin daha ytiksek oldugu saptanmustir (Cizelge
8). Yapilan bir calisma da Dodecylbenzensulfonate’in TMV enfeksiyonu
siddetinde yol a¢tig1 azalmanin; virlisiin pargcalanmasi ve inaktivasyonu sonucu
degil, TMV enfeksiyonunun gergeklestigi hiicrede enfeksiyonun ilk asamasinda
enfekteli hiicre metabolizmasindaki ve membranin fonksiyonundaki bozukluktan
dolayr viral replikasyonun baskilanmasindan kaynaklandigi bildirilmistir
(Watanabe et al. 1980).

Bitki ekstraktlar1 ve kimyasal maddelerin TMV enfeksiyonu siddetini azaltici
etkileri ilizerine uygulama zamanimin etkisini arastirmak i¢in yapilan denemelerin
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sonuglarina gore; inokulasyon Oncesi ve sonrasi uygulamalarin bazilar istatistiki
acidan aym1 grupta yer almalarma ragmen, bitki ekstraktlart TMV
inokulasyonundan o6nce, kimyasal maddeler ise TMV inokulasyonundan sonra
uygulanmalar1 halinde viriis enfeksiyonu siddetini azaltici egilimde olduklari
gozlenmistir (Cizelge 7 ve Cizelge 8).

Calismanin son asamasinda Cizelge 7 ve Cizelge 8’e gore etkili olduklari
belirlenen inhibitér maddelerin pratikteki uygulanabilirligini arastirmak amaciyla
D. caryophyllus ekstrakti inokulasyondan 2 ve 4 saat 6nce, SDS inokulasyondan 2
ve 4 saat sonra Akhisar 97 tiitiin ¢esidine piiskiirtme seklinde uygulanmustir. D.
caryophyllus ekstraktinin inokulasyondan 2 ve 4 saat 6nce, SDS inokulasyondan 2
ve 4 saat sonra Akhisar 97 tiitiin ¢esidine uygulanmasiyla yiiriitiilen denemeler
ELISA testi ile degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gore (Cizelge 9); bitki
ekstraktinin kimyasal maddeye oranla daha etkili oldugu tespit edilmistir. D.
caryophyllus ekstraktinin inokulasyondan 2 saat Once uygulandigi durumda
enfeksiyon siddetini daha fazla azalttig1 belirlenmistir. Ancak her iki inhibitor
maddenin de piiskiirtme seklinde bitkilere uygulandigi bu asamada, mekanik
inokulasyonla elde edilen sonuglara gore etkililiklerinde azalma gerceklesmistir.

Bu calisma ile, hem bazi bitki ekstraktlarinin hem de bir kisim kimyasal
maddelerin TMV enfeksiyonu siddetini azaltici etkiye sahip olduklar
belirlenmistir. Ancak, virlislerle savagimda kimyasal maddelerin ve bitki
ekstraktlarinin kullanilmasi i¢in bazi 6zellikleri barindirmalar1 gerekmektedir:

e Antiviral bir bilesigin bitkiye zarar vermeden viriis enfeksiyonunu ve viriistin
cogalmasint engellemesi gerekmektedir. Bu durum viriislerle kimyasal
miicadelede en biiyiik problemdir.

e Sistemik olarak etkili bir bilesigin belirli bir siire antiviral etkisini slirdiirmesi
gerekmektedir. Buna karsin antiviral etkili ¢ogu bilesik belirli bir siire sonra
bitki i¢inde etkisiz hale gelmektedir.

e (Cogu tarimsal iiriin ve viriisler i¢in, bu 6zelliklere sahip bir bilesigin ihtiyaci
karsilamasi agisindan oldukea biiyiik 6l¢eklerde tiretilmeleri gerekmekte ve bu
da belli bir noktadan sonra ekonomik olmamaktadir.

e Etkili olan ekstrakt ya da kimyasal maddenin depolamaya, degisik iklim
kosullar1 ve farkli bitkilerde kullanima uygun olmasi gereklidir.

e Ogzellikle bitki ekstraktlarindaki antiviral ya da inhibitér maddelerin izole
edilmesi, saf olarak denenmesi ve sonugta cogaltilmasi bazi sorunlarin
¢Oziimiinde yarar saglayacaktir.

Kimyasal maddelerden yararlanilarak yapilan viriislerle miicadelede ¢esitli
problemlerle karsilagilmaktadir. Buna karsin, bitki ekstraktlariin dogadaki
yayginliklar1 ve uygulamadaki kolayliklart yaninda insan sagligina ve gevreye karsi
yan etkilerinin olmamasi nedeniyle kimyasal maddelere goére daha avantajli
durumdadirlar.
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