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OZET

BAZI BiTKi EKSTRAKTLARI VE KIMYASAL MADDELER iLE
TUTUN MOZAIK ViRUSU ENFEKSiYONUNUN ENGELLENMESI
UZERINE ARASTIRMALAR

ARSLAN, Neziha

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Bolumii
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Semih ERKAN
Eyliil 2010, 42 sayfa

Bu calismada 14 bitki ekstrakti ve 15 kimyasal maddenin Tiitiin Mozaik
Viriisii enfeksiyonu iizerindeki engelleyici etkileri incelenmistir. Test bitkilerinde
yiiriitiilen denemelerden saglanan sonuglara gore, viriis enfeksiyonunu bitki
ekstraktlart % 25.92 ile % 97.19 arasindaki oranlarda engellerken, kimyasal
maddelerin enfeksiyon iizerindeki engelleyicilik oranlar1 % 10.24 ile % 98.30
arasinda degismistir. 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 gdstermistir. Bu nedenle, yukarida belirtilen
ekstraktlar ve kimyasal maddeler caligmanin diger asamasi icin se¢ilmistir. Daha
sonra virlis enfeksiyonunun engellenmesi iizerinde seyreltme, sicaklik ve
uygulama zamam gibi faktorlerin etkileri arastirnlmistir. Test bitkilerinde yapilan
denemelerin  sonuglari; D. caryophyllus ve Sodium dodecylsulfate’in
engelleyicilik aktivitesinin seyreltme ve sicaklik degisimlerinden cok fazla
etkilenmedigini ortaya koymustur. Ayrica, D. caryophyllus ekstraktinin viriis
inokulasyonundan 2 ve 4 saat 6nce, Sodium dodecylsulfate’in ise 2 ve 4 saat sonra
uygulanmalar1 halinde viriis enfeksiyonunu daha yiiksek diizeyde engelledikleri
gozlenmistir. 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 sonuclarindan

anlagilmistir.

Anahtar sozciikler: Tiitiin, tiitlin mozaik viriisii, engelleme, bitki ekstrakti,

kimyasal madde.
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ABSTRACT

STUDIES ON INHIBITION OF TOBACCO MOSAIC VIRUS
INFECTION WITH SOME PLANT EXTRACTS AND CHEMICAL
SUBSTANCES

ARSLAN, Neziha

MSc Thesis, Plant Protection Department
Supervisor: Prof. Dr. Semih ERKAN
September 2010, 42 pages

In the present study, the inhibitory effects of 14 plant extracts and 15
chemical substances have been 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 changed 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). So, the mentioned extracts and chemicals were selected for further
steps of the study which were examined the effects of some factors as dilution,
temperature and application times on the inhibition of virus infection. Considering
the data from assays on test plants, it was seen 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 2 and 4
hours before virus inoculation and on the contrary Sodium dodecylsulfate
inhibited virus infection at higher level when used 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 Sodium dodecylsulfate by spraying before or after virus inoculation

reduced the concentration of virus in the tobacco plants by Das-Elisa.

Key words: Tobacco, tobacco mosaic virus, inhibition, plant extract,
chemical.
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1. GIRIS

Tiitiin mozaik virlisii Tobamovirus genusu icerisinde yer alan, tek sarmal
RNA genomu igeren ve 300x18 nm boyutlarinda cubuk seklinde partikiillere
sahip bir hastalik etmenidir. Diinya genelinde yaygin olan bu viriis 30 familyaya
ait 199 farkl ¢esidi enfekte edebilmektedir. Ancak viriisiin neden oldugu hastalik
sonucu olusan kayiplar en fazla Solanaceace familyasina ait tiirlerde
goriilmektedir (Bagley, 2001).

TMV ile miicadelede boceklere ve fungal hastaliklara karsi yapilan
miicedele gibi imkanlar bulunmamaktadir. Viriis hastaliklarina kars1 alinan
tedbirlerin biiyiik bir kismi enfeksiyondan korunma seklinde olmaktadir. Bunun
en onemli nedeni ise, viriislere karsi etkili bulunan kimyasallarin pratikte bitkilere

kars1 fitotoksik olmasi nedeniyle kullanilamamasidir.

Glintimiizde bitkileri TMV enfeksiyonuna kars1 koruyabilecek bilinen etkili
bir miicadele yontemi bulunmamaktadir. Ge¢misten giiniimiize kadar cesitli bitki
ekstraktlari, kimyasal maddeler, bakteriler, funguslar ve algler kullanilarak TMV
enfeksiyonunun engellenmesi amac¢lanmistir. Bu ¢alismada da tiitiin bitkilerinden
yararlanilarak bazi bitki ekstraktlar1 ve kimyasal maddeler ile TMV

enfeksiyonunun engellenmesi iizerine denemeler yapilmistir.

Tiitiin, diinyada 60. kuzey ve 40. giiney enlemleri arasinda iklim sartlarina
gore 80-100 giinlik vejetasyon siiresi iginde yetistirilen ve kurutulmus
yapraklarindan yararlanilan Solanaceace familyasia ait tek yillik bir kiiltiir
bitkisidir. Tiitiin iklim bakimindan genellikle sicak bolgelerde yetistirilmektedir.
Tiitiin tohumunun ¢imlenmesi icin uygun ortalama sicaklik 12-14°C, bitkinin en
uygun gelisme sicakligi ise 25-30°C’dir. Nicotiana tabacum ve Nicotiana rustica
keyif verici ozellikleri dolayisiyla yetistiriciligi yapilan yaygin tiitiin ¢esitleridir
(Ersan, 2004).

Tiitliiniin anavataninin neresi oldugu kesin olarak bilinmemekle birlikte,
arkeolojik ve botanik arastirmalar sonucunda tiitiiniin ilk gesitlerinin Amerika
kokenli ve neo-tropikal karakterli oldugu yoniindeki goriisler agirlik kazanmistir.
Tiitiiniin diinyaca taninmast Amerika Kitasi’'nin kesfinden sonra Avrupa’ya
getirilmesiyle olmustur (Ersan, 2004). Tiirkiye’ye ise 1601-1605 yillar1 arasinda
Ingiliz, Venedik ve Ispanyol gemiciler araciligiyla geldigi belirtilmektedir.

Boylece Avrupa’ya gelisinden 50 yil sonra yurdumuzda kullanilmaya baslanmaistir.



Ancak, iilkemizde tiitiin tariminin ne zaman basladigina dair kesin bir bilgi
bulunmamaktadir (Ozkul ve Sar1, 2008).

Bugiin diinyanin 128 iilkesinde degisik kalite ve ozellige sahip tiitiin
cesitlerinin tarim1 yapilmaktadir (Koprulu et al., 2009). Diinyadaki tarim
alanlarinin yaklasik 4 milyon hektarinda tiitiin yetistirilmektedir. Diinya genelinde

tiitlin iretimine yonelik baz1 bilgiler Sekil 1.1 ve Sekil 1.2’de goriilmektedir (The
Tobacco Atlas, 2010).
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Sekil 1.2 Kitalara gore diinya capinda tiitiin tiretimi (2007).

Sekil 1.1 ve Sekil 1.2’den anlasilacagi gibi; tiitiin {iretimi en fazla Amerika
ve Asya kitalarinda gerceklestirilmekte ve toplam iiretimin % 86’s1 bu iki kitadaki
iilkelerde yapilmaktadir.



Diinya toplam tiitiin iiretiminin yaklasik 34’ii Cin, Tiirkiye, ABD, Hindistan,
Endonezya ve Brezilya’da gerceklesmektedir (Giil ve Ataseven, 2004). Cizelge
1.1°de tiitiin iiretimi yapan baslica iilkelerin ekim alanlar1 ve tiretim miktarlar
verilmektedir (Koprulu et al., 2009).

Cizelge 1.1 Tiitiin tiretimi yapilan baslica iilkelerdeki ekim alanlar1 ve tiretim miktarlari.

DUNYA TUTUN URETIMI VE EKIM ALANLARI
2005 2006 2007

ULKELER Ekim U?etim Ekim U?etim Ekim U?etim

alani miktar1 alani miktar1 alani miktar1

(ha) (ton) (ha) (ton) (ha) (ton)
Cin 1.364.312 | 2.685.743 | 1.375.877 | 2.746.193 | 1.251.200 | 2.397.200
Brezilya 493.761 889.426 495.706 900.381 459.481 908.679
Hindistan 366.500 549.100 372.800 552.200 370.000 520.000
Endonezya 198.212 153.470 168.692 146.265 194.517 164.851
Tiirkiye 185.342 135.247 146.166 98.137 144.904 74.584
Malavi 141.527 93.598 136.527 121.600 118.551 118.000
ABD 120.610 290.170 137.188 329918 144.068 353.177
Digerleri 1.091.515 | 1.941.848 | 1.091.515 | 1.748.283 992.699 | 1.665.636
Toplam 3.961.779 | 6.738.602 | 3.850.735 | 6.642.977 | 3.675.420 | 6.202.127

Cizelge 1.1°de yer alan verilere gore; diinyada tiitiin ekim alanlarinin ve
tiretim miktarinin 2005-2007 yillar1 arasinda genel olarak azalma egiliminde
oldugu goriilmektedir. Bu periyotta bazi iilkelerde (Hindistan ve ABD) ekim
alanlarinda az da olsa artis oldugu gozlenirken, bazi iilkelerde ise (Brezilya,

Endonezya ve ABD) iiretim miktarinin yiikseldigi dikkati cekmektedir.

Tiirkiye’de tiitiin iiretimi iklim ve toprak ozelliklerine bagli olarak Ege,
Marmara, Karadeniz, Dogu Anadolu ve Giineydogu Anadolu bdlgelerinde
yapilmaktadir. Cizelge 1.2’de Tiirkiye’de bolgelere gore 2000-2006 yillart
arasindaki tiitiin ekim alanlar1 ve iiretim miktarlar1 verilmektedir (Ozkul ve Sari,
2008).

Cizelge 1.2 Tirkiye’de bolgelere gore tiitiin ekim alanlar1 ve tiretim miktarlari.

Dogu ve Giiney
Ege Bolgesi Marmara Bolgesi Karadeniz Dogu Anadolu
Uriin Bolgesi Bolgeleri Toplam
Yillarn Ekim Uretim Ekim Uretim Ekim Uretim Ekim Uretim Uretim
alani (ton) alant (ton) alant (ton) alani (ton) (ton)
(ha) (ha) (ha) (ha)
2000 146.785 | 114.171 7.369 | 11.635 | 36.161 | 32.523 47.407 | 49.673 | 208.002
2001 134.733 92.802 6.569 | 10.256 | 33.017 | 23.034 42.805 | 26.478 | 152.570
2002 135.780 | 104.561 | 10.350 8.712 | 28.080 | 24.585 20.743 | 25.725 | 163.583
2003 126.670 66.350 4.299 6.041 | 25.315 | 15.422 27.435 | 24.406 | 112.219
2004 134.477 82.131 5.108 8.528 | 24.214 | 16.272 28912 | 26.983 | 133914
2005 124.262 83.442 4.051 7.673 | 25.321 | 17.624 31.826 | 26.508 | 135.247
2006 95.741 53.819 3.135 5.639 | 21.107 | 15.021 26.183 | 23.658 | 98.137




Ulkemizde bolgelere gore tiitiin iiretimi en fazla Ege bolgesinde
gerceklesmektedir. 2000-2006 yillar1 arasindaki verilere gore; bolgeler bazinda
titlin  diretim miktarinda yaklasik olarak % 51-53 oraminda bir azalma
goriilmektedir. Toplam tiitiin iiretim miktarindaki azalma ise yaklasik olarak % 52
civarindadir. Bolgelere gore ekim alanindaki en az azalma % 34.77 ile Ege
bolgesinde, en ¢ok azalma ise % 57.45°lik bir oran ile Marmara bdolgesinde
gerceklesmistir (Cizelge 1.2).

Farkli ekoloji ve mikro klimalara bagl olarak iilkemizde ¢ok cesitli tipte
tiitiinlerin iiretimi yapilmaktadir. Uretilen tiitiinlerin yaklasik % 96’lik kismi Tiirk
(Sark) tiitiinii, kalam1 ise Virginia, Burley, Puro, Tombeki ve Hasankeyf
tiitiinleridir. Ulkemizde iiretilen tiitiinlerin biiyiik bir ¢ogunlugunu olusturan sark
tipi  tiitin  genellikle = Yunanistan, Bulgaristan, Federal = Yugoslavya
Cumbhuriyeti’nde yetistirilmekte olup diinyada toplam sark tipi tiitiin miktarinin
yaklagik olarak % 65’1 Tiirkiye, % 25’1 Yunanistan, % 10’u da Bulgaristan ve
Federal Yugoslavya Cumbhuriyeti’'nde iiretilmektedir (Giil ve Ataseven, 2004;
Ozkul ve Sari, 2008).

Diinya ve Tiirkiye’de biiyilkk bir ekonomik Oneme sahip olan tiitiin
yetistiriciligi gercekten zor, zahmetli bir o kadar da masraflidir. Diger kiiltiir
bitkilerinde oldugu gibi tiitiin bitkisi de {iiretim donemi igerisinde cesitli
hastaliklardan etkilenmekte ve dnemli sorunlar ortaya ¢ikabilmektedir. Buna bagh
olarakta elde edilen iiriiniin hem miktar1 hem de Kkalitesi diismektedir (Koca vd.,
1982; Hayat, 1994; Simsek, 1995).

Tiitiinde iirlin ve kalite kaybina yol acan ¢ok sayida zararli ve hastalik
etmeni bulunmaktadir. Tiitiin iiretiminde fungal ve bakteriyel hastaliklarin yam
stra bir ¢ok viriis hastaligi ile de karsilagilmaktadir. Bu calismada ele alinan tiitiin
mozaik virlisii, diinya capinda ticari olarak yetistiriciligi yapilan tiitiinlerde
enfeksiyon meydana getirmekte, hem verimi ve hem de kaliteyi diistirmektedir.
Ayrica, ¢ok kolay yayilan bir viriis olmas1 nedeniyle kontrolii oldukg¢a gii¢ bir
hastaliktir. Goriiniir hicbir belirti olmasa bile viriis sistemik olarak konuk¢unun
kok, govde ve yapraklarinda bulunmaktadir (Bagley, 2001). TMV stabil bir viriis
olup hastalikli bitki artiklarinda, yabanci otlarda ve bulasik topraklarda uzun siire
hastalik yapma yetenegini siirdiirebilmektedir. Hastalik belirtileri etmenin 1rkina
bagh olarak farklililk gostermekle birlikte ana belirti yapraklardaki renk
degisikligidir. Bu renk degisikligi enfekteli yapraklarda acik yesil, sarn ve koyu
yesil lekeler seklindedir. Yaprak iizerindeki koyu yesil bolgeler acgik yesil



bolgelere gore daha hizli gelismekte ve bu bolgeler daha kalin ve kabarik bir
goriinim almaktadir. Bunun sonucunda ise yapraklarda kivrilma ve sekil

bozukluklart meydana gelmektedir (Koca vd., 1982).

Tiitiin viriis hastaliklar1 bitkinin tiimiiyle Olimiine neden olmadigi igin
olusturduklar1 zarar zaman zaman gozden kacabilmektedir. Buna karsin, diger
ilkelerde yapilan c¢esitli arasgtirmalarda viriis hastaliklarinin tiitiiniin - verim,
randiman, kalite ve kimyasal bilesimini biiylik oranda etkiledikleri saptanmistir.
Viriis hastaliklarinin tiitiiniin kimyasal bilesimine etkileri, azotlu maddeler ve
ozellikle protein azotunun artip seker miktarinin diismesi nedeniyle kalitenin
bozulmasi1 yoniinde olmaktadir. Sark tipi tiitiinlerde azotlu maddeler, 6zellikle
protein azotu yanma sirasinda hosa gitmeyen bir kokunun olugsmasina neden olur.
Seker iceriginin yiiksek olmasi, duman reaksiyonunu asit hale getirdiginden kalite
izerinde olumlu etkisi vardir. Viriis enfeksiyonlar1 nedeniyle seker miktarindaki

diisme, bu olumlu 6zelligi bozmaktadir (Incekara, 1971; Yorganci ve Sekin, 1982).

Bu caligmada tiitiinde 6nemli verim ve kalite kayiplarina yol agmasi
nedeniyle oldukca 6nemli olan TMV enfeksiyonuna kars1 degisik bitki ekstraktlart

ve kimyasal maddeler kullanarak enfeksiyonun engellenmesi amaglanmstir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Bitki viriis hastaliklarinin bir kisminin bazi bitki ekstraktlar1 ve kimyasal
maddeler aracilig1 ile kontrol edilebilmeleri konusunda bugiine kadar pek cok
arastirma yapilmistir. Baglangicta denenen bir kisim kimyasal kokenli maddelerin
viriislerin yapisal ve biyolojik ozelliklerini degistirerek etkili olduklari
bulunmalarina karsin, bu maddelerin bazi durumlarda bitkilerde fitotoksik

olduklar1 ve tarla kosullarinda pek fazla etkin olmadiklar1 gozlenmistir.

Kimyasal maddelerden istenen sonucun alinamamasina karsin, dogal
maddeler ile yapilan ¢alismalardan timit verici sonuclar elde edilmistir. Bitki viriis
hastaliklarin1 kontrol etmek amaciyla elde edilmeleri ve pratikte uygulanmalari

kolay olmas1 nedeniyle bitki 6zsularindan yararlanilmistir (Erkan, 1984).

Ozsu ile tasinabilen bazi viriisler konukgu bitkilerinden bazi bitkilere
tasinamamaktadir. Bu durum konukcu bitkilerin 6zsularinda viriisiin diger
bitkilere tagimimini engelleyen bazi inhibitor maddelerin bulunmasindan
kaynaklanmaktadir. ik kez 1914 yilinda Allard isimli arastirici, bitki 6zsularinda
viriisleri engelleyen maddelerin varoldugunu saptamistir. Allard, saglikli olan
Phytolacca decandra bitkisini mozaik hastalifi ile bulagtirmis, ancak viriisle
enfekteli olan bu bitkinin 6zsuyunu kullanarak hastaligi mekanik inokulasyon

yoluyla tiitiin bitkilerine tagtyamamistir (Bawden, 1954).

Ulkemizde bitki ekstraktlar1 ile viriislerin engellenmesi konusunda biri
Potato X potexvirus (PVX) ve digeri Tomato mosaic tobamovirus ile ilgili olarak
iki caligmaya rastlanmistir (Erkan, 1982; Tiirkileri, 1991). TMV enfeksiyonunun
bitki ekstraktlari ve kimyasal maddeler ile 6nlenmesi konusunda yapilan bir
caligma olmamasina karsin diger iilkelerde bu konuda ¢ok sayida arastirma
yapilmistir. TMV enfeksiyonunun bitki ekstraktlar1 ve kimyasal maddeler yolu ile

engellenmesi konusunda yapilan 6nemli calismalar asagida verilmistir.

McKenn (1956), yaptigi calismada Capsicum frutescens ekstraktinin
inokulum ile birlikte veya virlis inokulasyonundan Once yaprak alt veya {ist
yiizeyine uygulandiginda lokal lezyon olusumunu engelledigini tespit etmistir.
Ancak, ekstrakt inokulasyondan birka¢ dakika sonra uygulandigi durumda lokal

lezyon olusumunu azaltmamaistir.

Apablaza and Bernier (1972), Capsicum annuum, Geranium sp. ve Datura

stramonium yaprak ekstraktlarinin TMV igeren inokulum ile kanstirilarak



inokulasyondan once yaprak altina veya inokulasyondan sonra yaprak yiizeyine
uygulanmalart durumunda TMV’niin neden oldugu lokal lezyon olusumunun

engellendigini saptamiglardir.

Moreno (1980), 28 farkli bitki 6zsuyunun TMV tarafindan meydana
getirilen enfeksiyon iizerine etkilerini arastirmistir. Viriisiin meydana getirdigi
nekrotik lokal lezyonlan gozlemleyebilmek acisindan Nicotiana glutinosa’ya
mekanik inokulasyon ile virus inokule edilmistir. Calismanin sonucunda
Chenopodium quinoa, Chenopodium amaranticolor, Opuntia sp., Solanum
tuberosum, Spinacia sp., Solanum nigrum, Datura stramonium, Pelargonium
geranium, Pennisetum clandestinum ve Cuscuta sp.’nin TMV enfeksiyonunu

engelledigi saptanmustir.

Taniguchi (1980), tarafindan yapilan bir calismada Dianthus barbatus
tohum ekstraktinin, inokulum ile karistinlldiginda Chenopodium amaranticolor’da
TMV ve PVX adl viriislerin neden oldugu lokal lezyon gelisimine engel oldugu
saptanmistir. Ayni1 ekstraktin, TMV ile inokule edilmeden 3 giin Once veya
inokulasyondan 3 saat sonra uygulandiginda Samsun tiitiin ¢cesidinde ve fasulyede
TMYV kaynakli enfeksiyona engel oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, ekstrakt
Samsun tiitiin ¢esidinde ve fasulyede yaprak alt yiizeyine ve {iist ylizeyine

uygulandiginda da engelleme gostermistir.

Bakarat and Stevens (1981), Gypsophila paniculata ve Minuratia capillacea
bitkilerinden elde ettikleri ekstraktlarin her birinin TMV ve Tobacco necrosis
necrovirus (TNV) tarafindan meydana getirilen lokal lezyon olusumunu

engelledigini saptamiglardir.

Dianthus caryophyllus’tan izole edilen iki protein, dianthin 30 ve dianthin
32, TMV ile kanstinldiklarinda N. glutinosa yapraklarindaki lokal lezyon
sayisinda onemli diizeyde azalma saglamistir (Stirpe et al., 1981). Ostermann et al.
(1987), tarafindan yapilan benzer bir ¢calismada ise, D. caryophyllus ekstraktinin
viriis inokulasyonundan 6nce uygulandigi durumda etkililigin daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. En iyi sonug, ekstraktin uygulanmasi ile viriis inokulasyonu

arasinda kisa araliklar oldugunda elde edilmistir.

Ispanaktan elde edilen viriis engelleyici bir maddenin izolasyonu ve
tanilanmasi iizerine yapilan calismada, 1spanaktan viriis engelleyen bir protein

izole edilmistir. Bu viriis engelleyen proteinin en diisiik konsantrasyonunda (0.06



pg/ml) lokal lezyon sayisinda Onemli bir azalma goriilmiistiir. Proteinin,
inokulasyondan 2-3 saat once uygulandigi durumda lokal lezyon olusumunun
engellendigi belirlenmistir. Inokulasyondan 9 saat Oncesine kadar olan

uygulamalarda bile lokal lezyon sayis1 azalmistir (Straub et al., 1986).

Hiramatsu et al. (1987), Yucca recurvifolia’nin yapragindan ve Lentinus
edodes’in meyve kismindan elde ettikleri ekstraktlarin TMV’nii engelleyici
etkileri oldugunu saptamislardir. Meyve ve yaprak -ekstraktlarnin TMV
inokulasyonundan 3 giin Once uygulandiklarinda enfeksiyonu Onledikleri
goriilmiistiir. Ancak TMV inokulasyonundan 1 saat sonra uygulanan meyve
ekstraktt ve 3 saat sonra uygulanan yaprak ekstrakti enfeksiyonu dnlememistir.
Arastiricilar bu durumu her iki antiviral maddenin de bitki viriis enfeksiyonu

tizerinde tedavi edici degil, onleyici etkileri oldugu yoniinde agiklamislardir.

Kubo et al. (1990), tarafindan yapilan bir calismada Mirabilis jalapa
bitkisine ait ekstraktta giiclii bir viriis engelleyici madde saptamislardir. Mirabilis
antiviral proteini (MAP) TMV, Cucumber green mottle tobamovirus, Potato Y
potyvirus, Turnip mosaic potyvirus ve Cucumber mosaic cucumovirus’iin mekanik
olarak tasgimimlar iizerinde giiglii bir antiviral etki gostermistir. TMV niin tam
olarak engellenmesi, MAP’nin 0.8 pg/ml konsantrasyon ile Xanthi yapraklarinin
ist kismina uygulanmasi sonucu elde edilmistir. MAP 10 pg/ml oraninda yaprak
altina uygulandiginda ise engelleme % 50 olarak bulunmustur. MAP

inokulasyondan 1 saat sonra uygulandiginda ise hi¢bir engelleme saptanmamaistir.

Phytolacca americana’dan izole edilen ve PAP olarak adlandirilan antiviral
protein ile yapilan bir calismada 0.4 pg/ml PAP/ml konsantrasyonu ile tiitiin
yapraklarinda TMV enfeksiyonu tarafindan meydana gelen lokal lezyonlarin
olusumunu tamamen engellendigi goriilmiistiir. 25 ng PAP/ml ile % 68 engelleme
elde edilmistir. PAP, bitkileri yedi viriis grubuna kars1 viriis enfeksiyonlarindan
korumustur. Bunlardan bes tanesi RNA viriisleri (TMV, CMV, Alfalfa mosaic
alfamovirus, PVX ve PVY) iken, diger ikisi ise DNA viriisleridir (African cassava
mosaic begomovirus (ssSDNA) ve Cauliflower mosaic caulimovirus (dsDNA)).
Calismaya gore viriis enfeksiyonlar1 PAP tarafindan cok erken bir asamada bloke
edilmistir. Ayrica, PAP yaprak {iist yiizeyine inokule edilen viriisii engellemis ve
hiicrelerarasi bosluklardan yapragin alt yiizeylerine dogru siiziilmiistiir. Bunlarin
disinda PVY’nin yaprak bitleri tarafindan taginimini kismen engellemistir (Chen
et al., 1991).



Yapilan bir calismada, Clerodendrum inerme yapraklarindan iki temel
glikoprotein (CIP-29 ve CIP-34) saflastirilmis ve bu glikoproteinlerin 6zellikleri
karsilastirilmistir. Her iki glikoproteinin de, Nicotiana tabacum cv. Samsun’da
TMV’ne kars1 bir actinomycin D kadar duyarli sistemik dayanikliliga neden
oldugu goriilmiistiir. Az miktardaki saflastirllmis protein bile aym derecede
dayanikliligr saglamistir. Bu miktar 16 upg/ml’den 800 pg/ml’ye kadar
degisebilmektedir. Her iki proteinin de 80°C’ye kadar olan yiiksek sicakliklar
tolere edebildigi goriilmiistiir (Prasad et al., 1995).

Baranwal and Verma (1997), calismalarinda Celosia cristata’ya ait yaprak
ekstraktinin 6zelliklerini incelemislerdir. TMV ve inhibitor maddeden hazirlanan
kanisim, N. glutinosa yaprak yiizeyine uygulandiginda viriis tamamen
engellenmistir. Inhibitér maddenin viriise direkt olarak etki etmedigi ancak
viriisiin  konukguya yerlesmesine engel oldugu gozlenmistir. Ayrica C.
cristata’dan elde edilen inhibitor maddenin sicakliga karsi1 orta diizeyde dayanikli
oldugu, seyreltme ve kurutmaya kars1 ise direnc¢li oldugu goriilmiistiir. Benzer bir
calismada ise, C. cristata bitkisine ait kurutulmus yapraklardan elde edilen iki
antiviral glikoproteinin TMV, Sunnhemp mosaic tobamovirus ve Citrus psorosis
ophiovirus’un mekanik yolla taginimi iizerinde etkili olduklar1 saptanmistir. CCP-
25 ve CCP-27 olarak isimlendirilen bu proteinlerin konsantrasyonlarimin C.
cristata bitkisinin ¢iceklenme Oncesi ve ¢iceklenme sonrast donemleri arasinda
farklilik gosterdigi bulunmustur. Farkli gelisme donemlerinde elde edilen her iki
protein de, 20-30 mg/ml konsantrasyonda lokal lezyon olusumunu % 90

engellemistir (Balasubrahmanyam et al., 2000).

An et al. (2001), Cynanchum komarovii’den 7-demethoxytylophorine ve 7-
demethoxytylophorine N-oxide gibi bilinen iki alkaloidin yaninda bir de
pyrroloisoquinoline alkaloidi izole etmislerdir. Yapilan ¢aligmalarin sonucunda 7-
demethoxytylophorine ve 7-demethoxytylophorine N-oxide alkaloidlerinin

TMV’ne kars1 antiviral etkileri oldugu belirlenmistir.

Othman and Shoman (2004), tarafindan TNV, TMV ve Tomato spotted wilt
tospovirus gibi farkli viriislere karst Plectranthus tenuiflorus ekstraktinin etkisi
aragtiritlmistir. Ekstrakt Phaseolus vulgaris, Datura stramonium ve Chenopodium
amaranticolor gibi test bitkilerine in vivo’da inokulasyondan Once
uygulandiginda enfeksiyonu sirastyla % 90.6, 85.8 ve 77.7 oranlarinda azaltmistir.
In vitro’da ise, ekstrakt TNV ile kanstirildiktan 1 saat sonra lokal lezyon
olusumunu % 100 engellerken, TMV ve TSWYV ile karistirildiktan 3 saat sonra %
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100 engelleme saglamistir. Ayrica P. tenuiflorus’un sistemik TMV enfeksiyonu
lizerine etkileri de arastirilmistir. Ekstrakt viriis birikimi iizerinde goriiniir bir etki

yapmazken hastalik olusumunu 4-5 giin geciktirmistir.

Shen et al. (2008), Brucea javanica tohumlarindan elde ettikleri ekstraktta
antiviral madde saptamiglar ve bu antiviral maddeyi bruceine-D olarak
tanilamislardir. Bruceine-D, TMV enfeksiyonu ve replikasyonuna karst 6nemli
diizeyde engelleyici aktivite gostermistir. Bu antiviral madde ayn1 zamanda PVY
ve CMV’e kars1 da giiclii bir engelleme gostermistir. Ayrica, sera sartlarinda
konukcu tiitiin bitkisindeki sistemik TMV enfeksiyonunu etkin bir sekilde
engellemistir. Aym bitki ile yapilan benzer bir calismada ise, Brucea javanica
tohumlarindan bilinen 15 quassinoid’in yaninda iki tane de yeni quassinoid,
javanicolide E ve javanicolide F izole edilmistir. 17 quassinoidin hepsi de
TMV’ne kars1 kuvvetli bir etki gostermistir. Bunlar arasinda etkili olanlar;
brusatol, bruceine B, bruceoside B, yadanzioside I, yadanzioside L, bruceine D,
yadanziolide A ve yadanziolide D’dir (Yan et al., 2010).

TMV’ne kars1 dogal inhibitorleri arastirmak amaciyla yapilan calismada
Picrasma quassioides ekstraktindan on tane [-carboline alkaloidi ve bir de
quassinoid izole edilmigtir. Her bir bilesik TMV enfeksiyonu ve replikasyonuna
karsi testlenmistir. Calismanin sonucuna gore, biitiin -carboline alkaloidleri 1liml
bir anti-TMV aktivite gostermislerdir. Ayrica quassinoid ile kombine
edildiklerinde sinerjistik etki saptanmistir (Chen et al., 2009).

Wang et al. (2009), tarafindan Arctium lapa kok dokusundan bir fruktosan
oligomer olan Burdock fructooligosaccharide (BFO) izole edilmistir. Yaptiklari
arastirmada, BFO’in tiitiin fidelerindeki TMV’niin kontrolii iizerine etkileri
incelenmistir. Arastirma boyunca toplanan verilere gore BFO TMV’ne karsi

dayanmiklilig arttirmistir.

Dodecylbenzensulfonate’in  TMV  enfeksiyonu {izerindeki engelleme
ozelligini arastirmak iizere yapilan bir calismada, sodyum (DBS-Na) ve kalsiyum
(DBS-Ca) tuzlarindan yararlanilmigtir. DBS-Ca 1000 ppm olarak TMV
inokulumuna eklendiginde, 2000 ppm olarak TMV inokulasyonundan sonra
uygulandiginda ve 2500 ppm olarak TMV inokulasyonundan Once
uygulandiginda lokal lezyon olusumunu % 90 veya daha fazla oranda engelledigi
goriilmiistir. Calismaya gore DBS-Na’un viriisii engelleme 6zelligi DBS-Ca’dan

bir bakima daha diisiik bulunmustur. DBS-Ca TMV inokulumuna karistirildiginda
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lokal lezyon olusumunun engellenmesinin 6zellikle DBS-Ca yogunluguna bagh
oldugu ve daha az bir Oneme sahip olmakla birlikte, DBS-Ca ve TMV
yogunluklarinin birbirine oranlar veya kanistirildiktan sonraki bekleme siiresine
baglh oldugu saptanmistir. Calismaya gore TMV’niin engellenmesinin; viriisiin
parcalanmasi ve inaktivasyonu sonucu degil, TMV enfeksiyonunun gerceklestigi
hiicrede enfeksiyonun ilk asamasinda enfekteli hiicre metabolizmasindaki ve
membranin  fonksiyonundaki  bozukluktan dolayr viral replikasyonun

baskilanmasindan kaynaklandig: bildirilmistir (Watanabe et al., 1980).

Yapilan bir calismaya gore; ribavirin ve adenin arabinoside’in her ikisi de
mekanik olarak inokule edilen yaprak dokularinda TMV’niin ¢ogalmasini
engellemesine ragmen, higbiri diizenlenmemis tiitiin kallusunda in vitro
inokulasyondan sonra viriis ¢ogalmasini engellememistir. Cesitli kosullar ve
ortam bile her iki kimyasalin da tiitin doku kiiltiirlerinden viriisii yok etme
yeteneklerini arttirmamistir. Ancak ribavirin ve adenin arabinoside’in kombine
olarak uygulandigi durumda TMV ile enfekteli kallusta viriis yok edilmistir
(Saldana et al., 1985).

Bockholt et al. (1989), fitopatojenik viriislere karsi benzyl-dimethyl-
hexadecylammoniumchloride =~ (BDHA) ve  N-benzyl-dodecyl-N-bis  (2-
liydroxyethyl)-ammoniumchloride (BDBA) ile bir ¢alisma yapmiglardir. Bu iki
madde testlenen diger 10 amonyum bilesigi i¢inden secilmistir ve her iki madde
de BMV, CMV, CMoV, PVX, TMV ve TNV enfeksiyonlarina kars1 antiviral etki
gostermistir. Yapilan calismalar, BDBA ve BDHA nin N. tabacum var. Xanthi’de
TMV’ne karst hem enfeksiyon oncesi hem enfeksiyon sonrasi engelleme etkisi
oldugunu ortaya koymustur. Enfeksiyon 6ncesi uygulandiklarinda uzun siireli bir
etkiye sahip olan bu bilesikler, sadece lokal lezyon olusumunu azaltmamis ayni
zamanda lezyonlarin boyutlarinda kiiciilme ve lezyonlarm antijen igeriklerinde
azalma saglamistir. Bu bilesiklerin uygulandigi bitkilerde uygulamadan 10-14 giin
sonra, herhangi bir uygulama yapilmayan gen¢ yapraklarda da antiviral akvite
saptanmistir. Bu olgu hiicreleraras1 bosluklarda bazi yeni proteinlerin

goriinmesiyle aciklanmistir.

Chondroitin sulfate’in TMV’niin yol actig1 enfeksiyona etkilerini inceleyen
Sano (1997), chondroitin sulfate (Chs)’in A tipi ve C tipinin TMV enfeksiyonu
izerinde yiiksek bir engelleme etkisine sahip oldugunu gozlemlemistir. Chs ve
inokulum ile hazirlanan karigitmin Xanthi yapraklarina uygulanmasiyla lokal

lezyon sayis1 6nemli Ol¢iide azaltilmistir. Engelleme seviyesi; Chs konsantrasyonu
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ile artmakla birlikte, C tipinde A tipine gore daha yiiksek engelleme
gerceklesmistir.

Yapilan bir ¢alismada, N. glutinosa yapraklarina uygulanan salisilik asidin
TMV’niin neden oldugu nekrotik lokal lezyonlarin olusumunu geciktirdigi ve
lezyon sayisimi azalttig: goriilmiistiir. Inokule edilen yapraklar 31°C’de  salisilik
asit soliisyonunda kisa bir siire tutulup ardindan oda sicakligina alindiklarinda

nekrotik lokal lezyon boyutunda kii¢iilme elde edilmistir (Krasavina et al., 2002).

Rafikova et al. (2004), tarafindan yapilan bir ¢alismada diisiik dozdaki
sodium dodecylsulfate konsantrasyonlarinin 52°C’de TMV’i kilif proteininde
diizensiz bir sekilde birikime neden olarak TMV’nii engelledigi goriilmiistiir.
Daha yiiksek dozlarda ise oda sicakliginda bile TMV kilif proteininin yapisini

tamamen bozmaktadir.

Lv et al. (2007), calismalarinda alkyl 2-cyano-3, 3-dimethylthioacrylate ile
dialkyl phosphite’in  reaksiyonu sonucu alkyl 2-cyano-3-methylthio-3-
phosphonylacrylate sentezlemislerdir. Sentezlenen biitiin bilesikler igerisinde 2a
ve 2b’nin in vivo’da TMV’ne kars1 tedavi edici, koruyucu ve inaktive edici
ozelliklere sahip olduklar1 ve engelleme oranlarinin 500 mg/ml konsantrasyon ile
strasiyla, 2a icin % 60.0, % 89.4 ve % 56.5, 2b i¢in % 64.2, % 84.2 ve % 61.2

oldugu bulunmustur.

Li et al. (2008), TMV’ne kars1 bitriazolyl acyclonucleoside’lerin antiviral
etkisini arastirmiglardir. Arastirmaya gore bitriazolyl acyclonucleoside’lerin

TMV’ne kars1 etkili oldugu bulunmustur.

Panyukov et al. (2008), tarafindan yapilan ¢aligmada non-iyonik yiizey aktif
Triton X-100 ile TMV’ii kilif proteininde protein amorf birikimini takiben kismi

denatiirasyona sebep oldugu goriilmiistiir.

TMV enfeksiyonunu engellemek amaciyla bitki ekstraktlar1 ve kimyasal
maddeler kullanilarak bir¢cok calisma yapilmistir. Bununla birlikte, fungal ve
bakteriyel preparatlarin kullanildigi ¢alismalara ve 6zellikle son yillarda alglerle

yapilan ¢alismalara da rastlanmaktadir.

Funguslarla yapilan bir calismada, Basidiomycetes sinifina ait Fomes

fomentarius ve Schizophyllum commune gibi funguslara ait siiziintiilerde sistemik
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etkiye sahip bitki viriis enfeksiyonlarin1 engelleyen antiviral maddeler
saptanmistir (Aoki et al., 1993). Benzer bir calismada ise ormanlik bolgelerden
elde edilen 300 civarinda fungal izolatin TMV enfeksiyonunu engelleme etkileri
gozlemlenmis ve % 96.3’e varan oranlarda engelleme elde edilmistir (Kim et al.,
2000).

Zhou et al. (2008), yaptiklar1 bir calismada Bacillus cereus straini olan
ZH14 isimli bakteri kiiltlirliniin TMV ile 1:1 oraminda kanstirilarak uygulandigi

durumda viriisii % 94 oraninda engelledigini saptamislardir.

TMV enfeksiyonuna kargit alglerin kullanildigi c¢alismalarda da onemli
diizeylerde engelleme elde edilmistir. Sano (1999), algden elde edilen sodyum
tuzlarinin TMV enfeksiyonuna kars1 yiiksek bir engelleme giiciine sahip oldugunu
tespit etmistir. Yapilan bir diger caligmada ise, kahverengi alg olan Fucus
evanescens’ten elde edilen fucoidan maddesinin TMV enfeksiyonu {iizerinde
antiviral etki gosterdigini gozlenmistir (Lapshina et al., 2006). Nagorskaya et al.
(2008), tarafindan yapilan benzer bir calismada Tichocarpus crinitus (kirmizi
alg)’tan elde edilen carrageenan maddesinin, tiitiin bitkisi yapraklarinda TMV
tarafindan meydana gelen nekrotik lezyon sayisim % 87’ye varan oranlarda

engelledigi belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismanin materyalini, TMV’ne kars1 antiviral etkileri aragtirilan degisik

bitki tiirlerinin ekstraktlar1 ve baz1 kimyasal maddeler olusturmaktadir (Cizelge

3.1).

Cizelge 3.1 TMV enfeksiyonunu engelleme etkileri incelenen bitki tiirleri ve kimyasal maddeler.

Bitki Tiirleri

Bilimsel ismi

Tiirkce 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
Petroselium 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 ayakli yukka | Triton X-100
Virosan

Cizelge 3.1°de verilen bitkilerden toplanan yaprak Ornekleri torbalara
konularak denemeler siiresince kullanilmak iizere derin dondurucuda muhafaza

edilmistir. Toplanan yaprak orneklerinin dondurucuda uzun siire kalmamasina

dikkat edilerek gerektiginde yenileri toplanmistir.

Denemelerde kullanilmak iizere secilen ve Cizelge 3.1°de verilen bitki
tirlerinin ve kimyasal maddelerin TMV enfeksiyonu iizerine etkilerini saptamak
amaciyla baz test bitkilerinden yararlanilmistir. TMV’niin cogaltilmasi amaciyla
Nicotiana tabacum cv. Maden, bitki ekstraktlarmin ve kimyasal maddelerin
engelleme etkisini saptamak amaciyla viriisiin lokal leke konukgusu olan

Nicotiana glutinosa ve denemenin en son asamasinda saksi denemelerinde

kullanilmak amaciyla Akhisar 97 tiitiin ¢esidi kullanilmastir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Test bitkilerinin yetistirilmesi

Denemeler siiresince kullanilan test bitkilerine ait tohumlar iglerine torf
doldurulan kaplara ekilmigler ve belli araliklarla sulanarak c¢imlenmeye
birakilmistir. Fideler tohum ekiminden 20-35 giin sonra yani 4-6 yaprakli
olduklar1 dénemde torf ile dolu saksilara sasirtilmislardir. Sasirtilan bitkiler
sasirtmadan yaklagik 20-25 giin sonra kullanilabilir duruma gelmislerdir. Tim bu
yetistirme islemleri, sicakligit 22+2°C olan, orantili nemi % 60-80 arasinda
degisen ve bitkilerin hastaliklar ve zararlilardan temiz olarak tutuldugu iklim

odasinda yapilmigtir (Corbett and Sisler, 1967).

Sekil 3.1 Test bitkilerine ait tohumlarin ekimi ve daha sonra sasirtilan fideler.

TMYV ile enfekteli olan bitkilerden alinan yapraklar havanda 0.01 M fosfat
tamponu icinde ezilerek Nicotiana tabacum cv. Maden bitkilerine inokule edilmis
ve viriisiin ¢ogaltilmas1 saglanmustir. inokulasyondan 2-3 hafta sonra toplanan
yapraklar torbalara konulmus ve  gerektiginde kullanilmak {izere derin

dondurucuda saklanmastir.

3.2.2 Bitki ekstraktlarinin, kimyasal maddelerin ve inokulumun
hazirlanmasi

Daha onceden toplanip denemelerde kullanilmak iizere dondurucuya
konulan ve engelleme etkileri arastirilacak olan bitkilere ait yaprak ornekleri,
ekstraksiyon i¢in oda sicakliginda ¢oziinmeleri amaciyla dondurucudan
cikarilmigtir. Coziinmelerinin ardindan ayr1 ayn 1:1 (agirlik:hacim) oraninda saf

su ile kanstirilmis ve havanda iyice ezilmeleri saglanmistir. Daha sonra filtre
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kagidindan gecirilerek yaprak pargaciklari uzaklastirilmis ve bitki ekstraktlari elde
edilmistir. Kimyasal maddeler ise etiketlerinde tavsiye edilen dozlara gore
hazirlanmistir (Corbett and Sisler, 1967).

Inokulumu hazirlamak amaciyla dondurucudan ¢ikarilan TMYV ile enfekteli
Nicotiana tabacum cv. Maden bitkilerinin yapraklarn 1:1 (agirhik:hacim)
oranindaki 0.01 M fosfat tamponu ile kanstirilmis ve havanda ezilmistir.
Ardindan filtre kagidindan gecirilerek yaprak parcaciklarindan aritilan TMV
iceren 6zsular denemeler siiresince inokulum olarak kullanilmistir. Inokulum
azaldikca Nicotiana tabacum cv. Maden bitkilerinden yararlanilarak viriis
cogaltilmis ve bu yapraklar tekrar inokulum hazirlamak iizere dondurucuda
saklanmustir (Tiirkileri, 1991).

3.2.3 Test bitkilerine inokulasyon yontemi

Bitki ekstraktlarimin ve kimyasal maddelerin engelleme etkinliklerini
saptamak amaciyla TMV’iin lokal leke konukcusu olan N. glutinosa test bitkileri
kullanilmistir. Bu amagla N. glutinosa test bitkilerinin iyi gelisen 5-6 yapragi
disindaki diger yapraklar koparilmis ve iyi gelisen yapraklara asindirici toz
serpilmigtir. TMV iceren inokulum, farkli bitki ekstraktlar1 veya kimyasal
maddeler ile 1:1 (hacim:hacim) oraninda karistirilirken, kontrol i¢in ise aym
oranda saf su ile kanistirilarak N. glutinosa test bitkilerinin asindirici toz serpilmis
olan yapraklarina pamuklu cubuk ile inokule edilmistir. Denemenin bu
asamasindaki inokulasyonlarda “yarim yaprak yontemi” uygulanmistir. Yarim
yaprak yoOntemine gore; yapraklarin sag yarilarina inokulum-+saf su, ayni
yapraklarin sol yarilarina ise inokulum+bitki ekstrakti/kimyasal madde
uygulanmistir. Her yarim yapraga esit miktarda uygulama yapilan yapraklar

inokulasyonun ardindan yikanmis ve iklim odasina konulmustur.

3.2.4 Bitki ekstraktlarinin ve kimyasal maddelerin TMV
enfeksiyonunu engelleme etkinliklerinin saptanmasi

Denemeye alinan Cizelge 3.1°deki bitkilerin ve kimyasal maddelerin TMV
enfeksiyonu iizerindeki engelleme etkinliklerini saptamak amaciyla bu bitkilerden
elde edilen ekstraktlar ve dozuna uygun sekilde hazirlanan kimyasal maddeler
yarim yaprak yOntemiyle test bitkilerine inokule edilmistir. N. glutinosa
yapraklarinda olusan lekelerin sayilmasi ve degerlendirilmesinin ardindan bitki

ekstraktlarinin ve kimyasal maddelerin TMV iizerindeki engelleme etkinlikleri
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saptanmustir. Inokulasyondan 2 giin sonra yapraklarda meydana gelen lekeler
sayllmis ve asagidaki formiil ile degerlendirilmistir (Schade, 1958; Corbett and
Sisler, 1967).

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

TLL: Kontrol tarafinda olusan lokal leke sayisi

Engelleme etkinliklerinin hesaplanmasindan sonra istatistiksel analizler
yapilmistir. Bitki ekstraktlar1 ve kimyasal maddelerin TMV enfeksiyonu
tizerindeki engelleyicilikleri arasindaki ayricaliklarin belirlenmesinde istatistiki
degerlendirme i¢cin SPSS programi kullanilarak DUNCAN testinden yararlanilmis
ve gerektiginde ise TUKEY testi uygulanmistir (Diizgiines vd., 1987).

3.2.5 Secilen bitki ekstraktlarinin ve kimyasal maddelerin TMV
enfeksiyonuna olan engelleyicilikleri iizerine baz
faktorlerin etkilerinin saptanmasi

Test bitkilerindeki denemelerde TMV enfeksiyonunu en yiiksek diizeyde
engelleyen 3 bitki ekstrakti ve 3 kimyasal madde sonraki denemelerde
kullanilmak {iizere secilmistir. Bitki ekstraktlarindaki ve kimyasal maddelerdeki
antiviral veya inhibitdr maddelerin etki mekanizmasi hakkinda fikir edinebilmek
amaciyla seyreltme, sicaklik ve viriis inokulasyonundan Once veya sonra

uygulanma gibi faktorlerin etkileri aragtirilmstir.
3.2.5.1 Seyreltmenin etKisi

Secilen 3 bitki ekstraktinin ve 3 kimyasal maddenin her biri saf su ile ayr
ayrt 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.
3.2.5.2 Sicakhi@in etkisi

Bitki ekstraktlar1 ve kimyasal maddeler eppendorf tiiplere konulmus ve ayri
ayr1 60°C, 70°C ve 80°C’de 10’ar dakika siire ile tutulmustur. Tiiplerin i¢indeki
ekstraktlar ve kimyasal maddeler istenen sicaklifa ulastifinda siire Ol¢iilmeye

baslanmistir. 10 dakikanin sonunda tiipler hemen musluk altinda sogutulmustur.
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Sogutmanin ardindan her biri esit miktarda inokulum ile kanstirilarak test

bitkilerine yarim yaprak yontemine gore inokulasyon yapilmistir.

3.2.5.3 Bitki ekstraktlarimmn ve Kkimyasal maddelerin viriis
inokulasyonundan once veya sonra uygulanmalarimin
etkisi

oBitki ekstraktlarimin ve kimyasal maddelerin viriis inokulasyonundan

once uygulanmalari:

Bitki ekstraktlar1 veya kimyasal maddeler test bitkileri yapraklarinin sol
yartlarma uygulanmistir. Yapraklarin sag yarilarina ise sadece saf su
uygulanmistir. Uygulamadan 2, 4, 8, 16 ve 24 saat sonra bu yapraklarin tiim

yiizeyine virilis inokule edilmistir.

oBitki ekstraktlarimin ve kimyasal maddelerin viriis inokulasyonundan

sonra uygulanmalari:

Test bitkileri yapraklarinin tiim yiizeyi viriis ile inokule edildikten 2, 4, 8, 16
ve 24 saat sonra ayni yapraklarin sol yarilarina bitki ekstraktlar1 veya kimyasal

maddeler, sag yarilarina ise sadece saf su uygulanmstir.

3.2.6 Engelleyici etkisi en yiiksek olan bitki ekstrakti ve kimyasal
madde ile tiitiin Dbitkilerinde TMYV enfeksiyonunun
engellenmesi icin yapilan denemeler

Bitki ekstraktlar1 ve kimyasal maddelerin engelleyicilikleri {iizerinde
uygulama zamaninin etkisini saptamak amaciyla yapilan denemelere gore; TMV
enfeksiyonunu en yiiksek oranda engelleyen 1 bitki ekstrakti ve 1 kimyasal madde
sakst denemelerinde kullanilmak iizere se¢ilmistir. Denemelere gore; bitki
ekstrakti viriis inokulasyonundan 2 ve 4 saat Once, kimyasal madde ise viriis
inokulasyonundan 2 ve 4 saat sonra en fazla etkiyi gostermistir. Bu nedenle saksi
denemeleri de bitki ekstrakti i¢in inokulasyondan 2 ve 4 saat Once, kimyasal
madde i¢in ise 2 ve 4 saat sonra olacak sekilde 4 tekerriirlii olarak kurulmustur.
Bitki ekstrakti, kimyasal madde ve viriis piiskiirtme yoluyla Akhisar 97 tiitiin
cesidine verilmistir. Inokulasyondan 2-3 hafta sonra yaprak ornekleri alinmis ve

degerlendirme icin Das-ELISA testi uygulanmigtir. Saksi denemeleri sonucu
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toplanan Ornekler TMV icin testlenmistir. ELISA testi asagidaki sekilde
uygulanmistir (Clarck and Adams, 1977).

1. ELISA tabagmin her bir ¢ukuruna kaplama tamponunda 1:1000 oraninda
seyreltilmis olan IgG’den 200 ul eklenerek 37°C’de 4 saat inkube edilmistir.

2. Inkubasyonun ardindan tabak yikama tamponu ile yikanarak 3 dakika

beklenmis ve bu islem 4 kez tekrarlanmstir.

3. Ekstraksiyon tamponu ile hazirlanan 6rnekler, pozitif ve negatif kontroller her

bir ¢ukura 200 ul eklenerek 4°C’de bir gece inkube edilmistir.
4. ELISA tabag ikinci asamada aciklandigi sekilde tekrar yikanmistir.

5. Konjuge edilmis IgG, konjuge tamponu igerisinde 1:1000 oraninda seyreltilip
her bir ¢ukura 200 ul eklenerek 37 °C’de 4 saat inkube edilmistir.

6. ELISA tabag ikinci asamada agiklandigi sekilde tekrar yikanmustir.

7. Substrat ¢ozeltisine 1mg/ml olacak sekilde substrat (paranitrofenilfosfat) her bir
cukura 200 pl konularak oda sicakliginda inkube edilmistir.

Sonuglar; sar1 renk olusumu gozlenerek ve 405 nm dalga boyunda absorbans

degerleri Olciilerek degerlendirilmistir.



4. ARASTIRMA SONUCLARI

4.1 Bitki
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Ekstraktlarinin ve Kimyasal

Maddelerin TMV

Enfeksiyonu Uzerindeki Engelleyici Etkinlikleri

Cizelge 3.1’de verilen bitki ekstraktlar1 ve kimyasal maddelerin TMV

enfeksiyonu tizerindeki engelleme etkinliklerini arastirmak amaciyla N. glutinosa

bitkilerinde yiiriitiilen denemelerin sonuglar1 Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1 Bitki ekstraktlar1 ve kimysal maddelerin TMV enfeksiyonunu engelleme oranlari.

Ortalama Kimyasal Ortalama
Bitki Ekstraktlar Engelleme Engelleme
Maddeler
(%) (%)
Dianthus caryophyllus | 97.19 a* SDS 98.30 a
Yucca elephantipes 9424 a Triton X-100 9775 a
Capsicum annuum 92.58 a HuwaSan 84.43 ab
Punica granatum 88.96 a Virosan 63.60 bc
Impatiens sp. 7495 ab Aspirin 45.68 cd
Rosa sp. 62.47 bec Roundup Ultra | 39.35 cde
Petroselinum crispum | 46.12 cd Axial 45 EC 34.88 def
Chrysanthemum sp. 38.87 cd Puma Super 29.85 def
Prunus persica 37.38 cd SilverOXY 28.49 def
Apium graveolens 34.95 d Rovral 50 WP | 27.18 def
Prunus cerasus 31.88 d Topas 100 EC 24.05 def
Allium cepa 31.60 d Topik 240 EC 22.45 def
Nerium oleander 27.97 d | Crop-Set 21.82 def
Prunus avium 25.92 d Armure 300 EC | 13.24 ef
Fusilade Forte 10.24 f

* Ayn1 harfleri tasiyan ortalamalar p=0.05 olasilifa gore aym gruptandir.

Cizelge 4.1°de goriildiigu bitki ekstraktlar icinde TMV enfeksiyonunu en
yiikksek diizeyde D. caryophyllus, Y. elephantipes., C. annuum ve P. granatum
engellerken, kimyasal maddeler i¢inde en yiiksek diizeyde engellemeyi SDS,

Triton X-100 ve HuwaSan gostermistir.

Bitki
engelleme yiizdelerinin hesaplanmasinda kullanilan lokal lekelerin goriiniimii
Sekil 4.1°de verilmistir.

ekstraktlarinin  ve kimyasal maddelerin TMV enfeksiyonunu
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Sekil 4.1 Test bitkilerine mekanik inokulasyon sonucu olusan belirtiler

4.2 Secilen Bitki Ekstraktlar1 ve Kimyasal Maddelerin TMV
Enfeksiyonuna Olan Engelleyicilikleri Uzerinde Baz
Faktorlerin Etkileri

Daha sonraki denemelerde kullanilacak olan bitki ekstraktlar1 ve kimyasal
maddelerin secimleri Cizelge 4.1°de veriler dikkate alinarak yapilmistir. Bu
amacla bitki ekstraktlarindan D. caryophyllus, Y. elephantipes., C. annuum,
kimyasal maddelerden ise SDS, Triton X-100 ve HuwaSan secilmis ve
denemelerde kullanilmistir. Segilen bu bitki ekstraktlar1 ve kimyasal maddelerin
viriis enfeksiyonuna olan engelleyicilikleri iizerinde seyreltme, sicaklik ve viriis
inokulasyonundan ©nce veya sonra uygulanma gibi faktorlerin etkilerini

arastirmak amaciyla denemeler yapilmistir.
4.2.1 Seyreltmenin etkisi

Secilen bitki ekstraktlar1 ve kimyasal maddelerin TMV enfeksiyonuna olan
engelleyicilikleri iizerinde seyreltmenin etkisini tespit etmek amaciyla yapilan
denemelerin sonuglart Cizelge 4.2 ile Sekil 4.2 ve Cizelge 4.3 ile Sekil 4.3’te

verilmektedir.
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Cizelge 4.2 Seyreltmenin bitki ekstraktlarinin viriis enfeksiyonunu engelleyicilikleri iizerinde

etkisi
Ortalama Engelleme (%)

Seyreltme Capsicum Dianthus Yucca
Basamag annuum caryophyllus elephantipes

Seyreltilmemis 92.58 a* 97.19 a 94.24 a

1/10 37.60 b 96.70 a 93.19 a

1/50 2524 ¢ 96.07 a 3529b

1/100 17.88 ¢ 86.80 b 34.37b

* Ayn1 harfleri tasiyan ortalamalar p=0.05 olasilifa gore aym gruptandir.

120

100
80 1
60 +—
40 1|

@ Capsicum annuum
B Dianthus caryophyllus

O Yucca elephantipes

Seyreltimemis  1/10 Seyreltme 1/50 Seyreltme 1/100 Seyreltme

Sekil 4.2 Seyreltmenin bitki ekstraktlarinin viriis enfeksiyonunu engelleyicilikleri iizerinde etkisi.

Cizelge 4.2’ye 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 goriilmektedir.

C. annuum bitkisinden elde edilen ekstraktin engelleyiciligi ise seyreltme ile

onemli diizeyde azalma gostermistir.

Cizelge 4.3 Seyreltmenin kimyasal maddelerin viriis enfeksiyonunu engelleyicilikleri iizerinde

etkisi.
Ortalama Engelleme (%)
Seyreltme Sodium .
Basamag dodecylsulfate HuwaSan Triton X-100
Seyreltilmemis 98.30 a* 84.43 a 97.75 a
1/10 72.60 b 66.31 b 42.87b
1/50 63.28 ¢ 61.66 b 31.69 ¢
1/100 31.77d 39.57 ¢ 16.32d

*Ayni harfleri tasiyan ortalamalar p=0.05 olasiliga gore ayn1 gruptandar.
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O Sodium dodecylsulfate
B HuwaSan
O Triton X-100

60 +—

40

20 +—

Seyreltimemis  1/10 seyreltme  1/50 seyreltme 1/100 seyreltme

Sekil 4.3 Seyreltmenin kimyasal maddelerin viriis enfeksiyonunu engelleyicilikleri tizerinde etkisi.

Cizelge 4.3 incelendiginde; Triton X-100’in seyreltme sonucu viriisii
engelleme yeteneginde dnemli azalma oldugu goriilmektedir. SDS ve HuwaSan’in
engelleyiciliklerinde 1/10 ve 1/50 oranlarindaki seyreltmelerde bir miktar azalma
olmasina karsin her ikisi icin de Onemli diizeyde azalma 1/100 seyreltme

basamaginda gerceklesmistir.
4.2.2 Sicakhgin etkisi

Secilen bitki ekstraktlarinin ve kimyasal maddelerin iizerinde sicakligin
etkisini saptamak amaciyla yapilan denemelerin sonuglar1 Cizelge 4.4 ile Sekil 4.4
ve Cizelge 4.5 ile Sekil 4.5’te verilmektedir.

Cizelge 4.4 Secilen bitki ekstraktlarinin viriis enfeksiyonunu engelleyicilikleri iizerinde sicakligin

etkisi.
Ortalama Engelleme (%)
o Capsicum Dianthus Yucca
Sicaklik (°C) annuum caryophyllus elephantipes
Kontrol 92.58 a* 97.19 a 94.24 a
60 81.03 b 96.20 a 9331 a
70 76.76 b 93.14 a 92.54 a
80 53.66 ¢ 67.94 b 74.78 b

* Ayni harfleri tagiyan ortalamalar p=0.05 olasiliga gore ayni gruptandir.
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Kontrol 60°C 70°C 80°C

Sekil 4.4 Secilen bitki ekstraktlarinin viriis enfeksiyonunu engelleyicilikleri iizerinde sicaklifin
etkisi.

Cizelge 4.4 incelendiginde; D. caryophyllus ve Y. elephantipes
ekstraktlarinin 60°C ve 70 °C’de isitilmalarinin TMV enfeksiyonu iizerindeki
engelleyiciliklerinde onemli bir degisiklige yol agmadigi goriilmektedir. Ancak
her iki ekstraktin da 80 °C’de 1sitilmalari sonucu engelleyiciliklerinde azalma
meydana gelmistir. C. annuum ekstrakti ise 80 °C’de 1sitma ile TMV enfeksiyonu

tizerindeki etkinligini onemli derecede kaybetmistir.

Cizelge 4.5 Secilen kimyasal maddelerin viriis enfeksiyonunu engelleyicilikleri tizerinde sicakligin

etkisi.
Ortalama Engelleme (%)
o Sodium .
Sicaklik (°C) dodecylsulfate HuwaSan Triton X-100
Kontrol 98.30 a* 84.43 a 97.75 a
60 97.84 a 79.35a 82.47b
70 95.71 a 76.23 a 8091 b
80 81.60 b 66.79 a 72.74 b

* Ayn1 harfleri tasiyan ortalamalar p=0.05 olasilifa gore aym gruptandir.
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Sekil 4.5 Secilen kimyasal maddelerin viriis enfeksiyonunu engelleyicilikleri iizerinde sicakligin
etkisi.

Cizelge 4.5’e gore; kimyasal maddelerin 1sitilmalari sonucu TMV
enfeksiyonuna olan engelleyiciliklerinde 6nemli bir degisiklik olmazken, TMV
enfeksiyonu iizerinde engelleyiciligini en az yitiren kimyasal maddenin HuwaSan

oldugu goriilmektedir.
4.2.3 Uygulanma zamaninin etkisi

Secilen bitki ekstraktlariin ve kimyasal maddelerin viriis inokulasyonundan
once veya sonra uygulanmasi durumunda engelleyicilikleri iizerindeki etkisini

arastirmak i¢in denemelerin sonuglan Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.6 Bitki ekstraktlarimn viriis enfeksiyonunu engelleyicilikleri {izerinde uygulama
zamaninin etkisi.

Ortalama Engelleme (%)
Uygulanma Zamam Capsicum Dianthus Yucca
annuum caryophyllus elephantipes
24 saat Once 8.30 e* 18.03 de 16.75 e
16 saat Once 14.04 de 28.77d 29.05 cd
8 saat Once 15.41 cde 63.61 be 33.52 cd
4 saat Once 22.06 be 69.05b 36.24 ¢
2 saat Once 26.77b 73.74 b 48.69 b
Viriis ile birlikte 92.58 a 97.14 a 94.24 a
2 saat sonra 19.95 bed 52.10¢ 36.22 ¢
4 saat sonra 16.59 cd 2598 d 27.77 cde
8 saat sonra 18.84 cd 18.65 de 26.03 cde
16 saat sonra 15.34 cde 16.56 de 22.86 de
24 saat sonra 12.91 de 6.16 e 16.13 e

*Ayn harfleri tagtyan ortalamalar p=0.05 olasilifa gore ayn1 gruptandir.
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Cizelge 4.6 incelendiginde; bitki ekstraktlarinin test bitkilerine TMV
inokulasyonundan ©Once veya sonra uygulanmalarimin engelleyiciliklerinde
azalmaya neden oldugu goriilmektedir. Bitki  ekstraktlarimin  viriis
inokulasyonundan sonra uygulanmasinin genel olarak engelleyiciliklerini 6nemli
derece azalttig1 saptannustir. inokulasyondan 6nce uygulanan ekstraktlar arasinda

engelleme etkisini en az yitiren ekstrakt ise D. caryophyllus’tur.

Cizelge 4.7 Kimyasal maddelerin virlis enfeksiyonunu engelleyicilikleri iizerinde uygulama
zamaninin etkisi.

Ortalama Engelleme (%)
Uygulanma Sodium .
}égamam dodecylsulfate HuwaSan Triton X-100
24 saat Once 9.80 e* 7.52e 14.19 ef
16 saat Once 12.80 e 10.81 de 20.03 de
8 saat once 16.31 de 13.03 de 22.36 de
4 saat 6nce 27.23d 15.78 de 2342d
2 saat Once 28.96d 25.00 cd 24.15d
Viriis ile birlikte 98.30 a 84.43 a 97.75 a
2 saat sonra 78.85b 49.39 b 4543 b
4 saat sonra 68.29 be 48.25b 3431 c¢
8 saat sonra 60.63 ¢ 36.78 bc 27.98 cd
16 saat sonra 9.58 e 16.37 de 20.34 de
24 saat sonra 3.38 ¢ 505e 10.54 £

* Ayn1 harfleri tasiyan ortalamalar p=0.05 olasilifa gore aym gruptandir.

Cizelge 4.7°deki verilere gore, kimyasal maddeler de bitki ekstraktlarinda
oldugu gibi test bitkilerine TMV inokulasyonundan Once veya sonra
uygulandiklarinda engelleyiciliklerinde azalma ortaya c¢ikmistir. Kimyasal
maddelerin viriis inokulasyonundan sonra uygulanmalari durumunda engelleme
etkilerini daha az yitirdikleri gozlenirken, engelleme etkisini en az yitiren

kimyasal maddenin SDS oldugu goriilmektedir.

4.3 Engelleyici Etkisi En Yiiksek Olan Bitki Ekstrakti ve
Kimyasal Madde fle Akhisar 97 Tiitiin Cesidinde TMV
Enfeksiyonunun Engellenmesi

Akhisar 97 tiitiin cesidinde TMV enfeksiyonunu engellemek amaciyla
yapilan denemelerde kullanilan bitki ekstrakti ve kimyasal madde, 4.1°de elde
edilen engelleme oranlar1 ve 4.2’deki faktorlerden etkilenme durumlarina gore
secilmislerdir. Buna gore; bitki ekstraktlarindan D. caryophyllus, kimyasal

maddelerden ise SDS secilmis ve yiiriitillen denemelerde kullanmlmistir. 4.2.3’e
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gore D. caryophyllus ekstrakti inokulasyon oOncesi 2 ve 4 saat 6nce, SDS ise
inokulasyon sonras1 2 ve 4 saat sonraki uygulamalardaki daha etkili bulundugu
icin bu uygulama zamanlarina gore Akhisar 97 tiitiin ¢esidine ait bitkilere
pliskiirtme yoluyla uygulanmislardir. D. caryophyllus ekstrakti ve SDS’in
pliskiirtme yoluyla tiitiin bitkilerine uygulanmasinin ekstraktin ve kimyasal
maddenin engelleyiciliklerine olan etkilerini arastirmak amaciyla yliriitiilen

denemenin sonuglar1 Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8 D. caryophyllus ekstrakti ve Sodium dodecylsulfate’in Akhisar 97 tiitiin ¢esidinde
TMYV enfeksiyonu iizerindeki engelleme etkileri.*

Uygulanma Zamam Dianthus Sodium
caryophyllus dodecylsulfate
Inokulasyon 6ncesi 2 saat 0.7511 —k
Inokulasyon 6ncesi 4 saat 0.8400 —k
Kontrol 1.2215 1.2342
Inokulasyon sonrasi 2 saat —Hk 1.1725
Inokulasyon sonrasi 2 saat —Hk 1.2005

* 405 nm’de ol¢iilen absorbans degerleri

+ kontrol: 1.8150
- kontrol: 0.1280

ok : test yapilmadi

Yapilan ELISA testi sonucuna gore, bitki ekstrakti kimyasal maddeye gore
daha etkili bulunmustur. D. caryophyllus ekstraktinin inokulasyondan 4 saat 6nce
uygulanmasi durumunda kontrole gére % 32, ekstraktin viriis inokulasyonundan 2
saat once piiskiirtiilmesi durumunda ise % 40 diizeyinde viriis konsantrasyonunda
azalma sagladigi gozlenmistir. SDS ise inokulasyondan 2 saat Once
uygulandiginda kontrole gore % 7, inokulasyondan 4 saat sonra uygulandiginda %

5 oranlarinda viriis konsantrasyonunda azalma saglamistir (Cizelge 4.8).

Yapilan saks1 denemelerinde uygulamalar sonucunda bitkilerde meydana
gelen sararma, bodurlasma, sekil bozuklugu vb. belirtiler Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de

verilmektedir.
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Sekil 4.6 Inokulasyondan 2 ve 4 saat 6nce Dianthus caryophyllus ekstrakti uygulamasi sonucu
Akhisar 97 tiitiin bitkilerinde olusan belirtiler.

Sekil 4.7 Inokulasyondan 2 ve 4 saat sonra Sodium dodecylsulfate uygulamasi sonucu Akhisar 97
tiitiin bitkilerinde olusan belirtiler.
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S. TARTISMA

TMV tiim diinyada yayilis gostermesi ve bir¢ok sebzeyi, siis bitkisini,
yabanci otu icine alan genis bir konukcu dizisine sahip olmasi nedeniyle oldukca
onemli bir viral etmendir. Bununla birlikte, bu viriisiin ¢cok kolay yayilabilmesi
hastaligin kontroliinii giiclestirmektedir. Mekanik olarak tasinan bu viriis hizli ve

etkili bir enfeksiyon meydana getirmektedir (Bagley, 2001).

TMYV enfeksiyonu nedeniyle tiitiin bitkilerinin verim ve kalitesinde onemli
diizeyde azalmalar goriilmektedir. Enfeksiyon zamani ve bitki tiirii enfeksiyon
siddetini ve iriin kaybimi etkileyen onemli bir faktordiir. TMV enfeksiyonuna
baghh olarak tiitiin bitkilerinde % 60’a varan oranlarda {irlin kayiplar
goriilebilmektedir (Valleau and Johnson, 1927). Diger bir calismada ise TMV niin
degisik tiitiin cesitlerinde % 13.5-48.8 arasinda degisen verim kayiplari
olusturdugu saptanmistir. Domateslerde bu viriisiin olusturdugu iiriin kayb1 erken
enfeksiyon olmasit durumunda yaklasik % 30-50 civarindadir. Patlicanlarda ise
TMV’niin tahminen % 25 oraninda iiriin kayb1 olusturabildigi goriilmiustiir (Erkan
ve Momol, 1989).

Bu calismada, ekonomik a¢idan 6nemli kayiplara yol acabilen ve cok kolay
yayilabilmesi nedeniyle kontrolii zor olan bu viriise kars1 degisik bitki ekstraktlar

ve kimyasal maddelerin enfeksiyon iizerindeki engelleyici etkileri aragtirilmistir.

14 farkli bitki ekstrakt1 ile yapilan denemelerin sonucunda kullanilan bitki
ekstraktlarinin TMV enfeksiyonunu % 25.92-97.19 arasinda degisen oranlarda
engelledigi belirlenmistir  (Cizelge 4.1). Bitki ekstraktlart icerisinde D.
caryophyllus (% 97.19), Y. elephantipes (% 94.24), C. annuum (% 92.58)
bitkilerine ait ekstraktlarin digerlerine gore TMV enfeksiyonunu daha yiiksek

diizeyde engelledigi saptanmistir.

D. caryophyllus ekstrakti ile elde edilen olumlu sonuclar, Stirpe et al. (1981)
tarafindan yapilan calismada da elde edilmis ve D. caryophyllus ekstraktt TMV ile
aym anda uygulandiginda N. glutinosa yapraklarinda meydana gelen lokal lezyon

say1sin azaltmustir.

C. annuum ekstrakti kullanilarak bu c¢alismada elde edilen bulgular

Apablaza and Bernier (1972) tarafindan yapilan ¢alismadaki sonuclar ile uyum
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gostermektedir. Bu aragtiricilar tarafindan da C. annuum ekstraktinin adi gecen

viriisii kars1 engelleyici etkiye sahip oldugu saptanmstir.

Hiramatsu et al. (1987) yaptiklann ¢alismalarinda Y. elephantipes
ekstraktinin  sagladigi engellemeye benzer sekilde viriisiin enfeksiyonunu

frenledigini belirtmektedir.

15 farklh kimyasal madde ile yapilan denemelerin sonucuna gore; kimyasal
maddelerin % 10.24-98.30 arasinda degisen oranlarda TMV enfeksiyonunu
engelledikleri goriilmiistiir (Cizelge 4.1). Kimyasal maddeler igerisinde SDS (%
98.30), Triton X-100 (% 97.75) ve HuwaSan (% 84.43)’mn kullamilan diger
kimyasal maddelere gore TMV enfeksiyonunu daha yiiksek diizeyde

engelledikleri saptanmistir.

Sodium dodecylsulfate ile elde edilen bulgular Rafikova et al. (2004)
tarafindan yapilan calismada da elde edilmistir. Bu calismada diisiik dozdaki
SDS’1in TMV niin partikiil yapisin1 bozarak etkili olabildigi belirtilmektedir.

Cizelge 4.1’de belirtildigi sekilde Triton X-100 TMV enfeksiyonunu 6nemli
diizeyde engellemistir. Ayn1 kimyasal madde ile Panyukov et al. (2008)’un yaptigi
caligmada da Triton X-100’iin TMV’niin partikiil yapisini1 bozdugu gozlenmistir.

HuwaSan ile TMV enfeksiyonunu engelleme yoniinden olumlu sonuglar
elde edilmistir (Cizelge 4.1). TMV enfeksiyonuna karst HuwaSan’in etkili
maddesi olan hydrogen peroxide ile yapilan bir ¢calismada, Arabidopsis thaliana
tohumlaria % 30 oraninda hydrogen peroxide uygulamasi sonucu TMV’ne kars1

dayanikliligin arttig saptanmistir (Ginzberg and Lomanov, 2006).

Calismanin 2. asamasinda pratikte kullamimlar diisiiniilerek sicaklik ve
seyreltme gibi baz1 faktorlerin engelleyiciliklerine olan etkileri aragtirilmistir. Bu
amagla yapilan denemelerde en yiiksek diizeyde engelleme gostermeleri nedeniyle
bitki ekstraktlar1 arasindan D. caryophyllus, C. annuum ve Y. elephantipes,
kimyasal maddeler arasindan SDS, Triton X-100 ve HuwaSan kullanilmistir.

Bunlarin iizerinde sicaklik ve seyreltme gibi bazi faktorlerin etkileri incelenmistir.

Elde edilen sonuclara gore; seyreltmenin bitki ekstraktlarinin
engelleyiciliklerini olumsuz yonde etkiledigi goriilmiistiir. Seyreltmeden en az

etkilenen bitki ekstrakti D. caryophyllus olurken, en fazla etkilenen ise C. annuum
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ekstraktt olmustur. D. caryophyllus ekstrakti 1/100 oraninda seyreltilmesine
karsin TMV enfeksiyonu iizerinde Onemli diizeyde engelleme gostermistir
(Cizelge 4.2).

Blaszczak et al. (1959), bitki ekstraktlarmin engelleme etkilerini
yitirmemeleri acisindan en fazla 1/10 oraminda seyreltilmeleri gerektigini
aciklamaktadirlar. Buna karsin, bazi bitki ekstraktlarinin daha yiiksek oranlarda

seyreltilmelerine karsin engelleyiciliklerini siirdiirdiiklerini bildirmektedirler.

Kimyasal maddeler iizerinde seyreltmenin etkisini arastirmak amaciyla
yapilan denemeler sonucunda bitki ekstraktlarinda goézlendigi gibi kimyasal
maddelerin de seyreltilmeleri durumunda engelleyiciliklerinin  azaldigi
goriilmiistiir. Triton X-100 1/10 oraninda seyreltilmesi durumunda bile viriise olan
engelleyiciliginde onemli seviyede azalma gostererek seyreltmeden en cok

etkilenen kimyasal madde olmustur (Cizelge 4.3).

Seyreltmenin etkisinin arastirildigi denemelerden de goriildiigii gibi, hem
bitki ekstraktlarinin hem de kimyasal maddelerin seyreltilmeleri sonucu
engelleme etkilerinde azalma ortaya cikmustir. Genel olarak engelleyiciligin
seyreltme ile azalmasina karsin, Yoshizaki and Murayama (1966) tarafindan
yapilan bir calismada, Chenopodium album ekstraktlarimin 10™ seyreltme ile TMV

enfeksiyonunu engelledigi bulunmustur.

Bazi antiviral maddeler sicaklik artisiyla birlikte engelleyiciliklerini hemen
yitirmelerine karsin, bazilart yiiksek sicaklilarda bile engelleyiciligini
siirdiirebilmektedir. Prasad et al. (1995), yaptiklar1 calismada Clerodendrum
inerme’den izole edilen iki glikoproteinin 80°C’ye kadar olan sicakliklarda bile
engelleyici etkilerinin devam ettigini ileri siirmektedir. Diger bir ¢alismada ise;
Chenopodium album ekstraktlarimin  belirli siireler icerisinde 80-100°C’de
tutulmakla aktivitelerini yitirmedikleri ve TMV enfeksiyonunu engelledikleri
bildirilmektedir (Yoshizaki and Murayama, 1966).

Sicakligin ~ bitki  ekstraktlarmin  TMV  enfeksiyonu  iizerindeki
engelleyiciliklerine olan etkisini belirlemek amaciyla yapilan denemelere gore; D.
caryophyllus ve Y. elephantipes ekstraktlarinin 60°C ve 70°C’de engelleyicilikleri
azalmamis, ancak 80°C’de azalma meydana geldigi gozlenmistir. C. annuum
ekstraktinin ise 60°C’den itibaren engelleyiciliginde azalma meydana gelmistir

(Cizelge 4.4). Bawden (1954), sicaklik artisiyla birlikte engelleyiciligin



32

azalmasini; protein yapisindaki inhibitor maddelerin 70°C’de 1sitilmalar1 sonucu

yapilarinin bozulabilmesi ile iliskili oldugunu agiklamaktadir.

Kimyasal maddeler ile yapilan denemelere gore ise; HuwaSan sicaklik
artisina ragmen engelleyiciligini pek kaybetmemistir. Buna karsin; Triton X-
100’in engelleyiciliginde 60°C’de diisiis gdzlenirken, SDS’1n TMV enfeksiyonu

tizerindeki etkisi ise 80°C’de azalmaya baslamistir.

Bitki viriis hastaliklarini engelleyen maddeler; enfeksiyonu engelleyenler ve
viriisiin ¢ogalmasim1 engelleyenler olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir.
Enfeksiyonu engelleyen maddeler viriis ile es zamanli olarak uygulandiklarinda
enfeksiyon olusumunu dnlemektedirler. Viriisiin cogalmasini engelleyen maddeler
ise; enfekteli yapraklara uygulandiklarinda viriis cogalmasin1 geciktirmektedirler
(Bawden, 1954).

Bitki ekstraktlarimin ve kimyasal maddelerin engelleme mekanizmasini
tespit etmek ve uygulamada kolayliklar saglayabilmek amaciyla bu calismada,
secilen bitki ekstraktlar1 ve kimyasal maddeler inokulasyondan dnce veya sonra

test bitkilerine uygulanmistir.

Bitki ekstraktlarinin TMV enfeksiyonu iizerindeki etki mekanizmasini
belirlemek icin yapilan denemelerin sonuglarma (Cizelge 4.6) gore, bitki
ekstraktlarinin inokulasyondan once uygulanmalart durumunda
engelleyiciliklerinin  daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu da bitki
ekstraktlarinin enfeksiyon inhibitorleri olarak bitki duyarliligi tizerinde etki

yaptiklarini gostermektedir.

Ostermann et al. (1987) tarafindan yapilan calismada D. caryophyllus
ekstraktinin viriis inokulasyonundan 6nce uygulandigi durumda etkililigin daha
yiikksek oldugu tespit edilmistir. Ekstraktlarin yaprak yiizeyinde olusan enfekte
olabilen noktalar ile birleserek viriisiin bitkiye giris noktalarimi ortadan kaldirdig
veya bitkinin virlise olan duyarliligin degistirerek TMV enfeksiyonunu

engelledigi diisiiniilmektedir.

Hiramatsu et al. (1987), Yucca recurvifolia’min yapragindan ve Lentinus
edodes’in meyve kismindan elde ettikleri ekstraktlarla yaptiklar1 ¢aligmada bu
ekstraktlarin TMV enfeksiyonunu engelleyici etkileri oldugunu saptamiglardir.

Elde ettikleri sonuglara gore; ortaya c¢ikan engelleme bitki ekstraktlarinin viriis
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enfeksiyonu iizerinde tedavi edici degil, Onleyici etkileri oldugu yoOniinde
aciklanmistir. Van Kammen et al. (1961), enfeksiyon inhibitdriiniin, bitki hiicresi
yiizeyinde olusan enfekte olabilen noktalar i¢in viriis partikiilleri ile rekabete

girerek engellemeye neden oldugunu belirtmistir.

Kimyasal maddelerle yapilan denemelere gore , inokulasyon dncesi yapilan
uygulamalarda engelleme oldukca diisiik seviyelerde iken, inokulasyondan sonra
yapilan uygulamalarda engelleyiciligin daha yiiksek oldugu saptanmistir (Cizelge
4.7). Yapilan bir calisma da Dodecylbenzensulfonate’in TMV enfeksiyonunu
engellenmesinin; viriisiin parcalanmasi ve inaktivasyonu sonucu degil, TMV
enfeksiyonunun gerceklestigi hiicrede enfeksiyonun ilk asamasinda enfekteli
hiicre metabolizmasindaki ve membranin fonksiyonundaki bozukluktan dolay1
viral replikasyonun baskilanmasindan kaynaklandigi bildirilmistir (Watanabe et
al., 1980).

Bitki ekstraktlar1 ve kimyasal maddelerin engelleyicilikleri {izerine
uygulama zamaninin etkisini arastirmak i¢in yapilan denemelerin sonuglarina gore;
bitki ekstraktlar1 arasindan D. caryophyllus ekstraktinin inokulasyondan 2 ve 4
saat once, kimyasal maddeler arasindan ise SDS’in inokulasyondan 2 ve 4 saat
sonra en yiiksek diizeyde engelleme etkisine sahip olduklar1 bulunmustur (Cizelge
4.6 ve Cizelge 4.7).

Calismanin son asamasinda Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7’ye gore etkili
olduklart belirlenen inhibitdor maddelerin pratikteki uygulanabilirligini arastirmak
amaciyla D. caryophyllus ekstrakti inokulasyondan 2 ve 4 saat once, 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 cesidine uygulanmasiyla
yiiriitiilen denemeler ELISA testi ile degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gore
(Cizelge 4.8); bitki ekstraktinin kimyasal maddeye oranla daha etkili oldugu
gozlenmistir. D. caryophyllus ekstraktinin inokulasyondan 2 saat Once
uygulandigi durumda daha yiiksek bir engelleme tespit edilmistir. Ancak her iki
inhibitor maddenin de piiskiirtme seklinde bitkilere uygulandigi bu asamada,
mekanik inokulasyonla elde edilen sonuclara gore engelleme etkilerinde azalma

gerceklesmistir.



34

6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, bitki ekstraktlarn ve kimyasal maddelerle TMV
enfeksiyonunun engellenmesi ve engelleyici etkisi saptanan maddelerin bazi
faktorlerden etkilenme durumlarinin incelenmesi amaciyla bazi denemeler
yapilmigtir. Yiiriitiilen bu denemelerde, bu bitki ekstraktlarinin ve kimyasal
maddelerin etki mekanizmalar1 ve pratikte uygulanabilme olanaklarn hakkinda

bilgi edinilmesi saglanmistir.

Bu calisma ile, hem baz1 bitki ekstraktlarinin hem de bir kisim kimyasal
maddelerin TMV enfeksiyonu iizerinde engelleme etkisine sahip olduklar
saptanmistir. Ancak, virlislerle savasgimda kimyasal maddelerin ve bitki

ekstraktlarinin kullanilmasi i¢in bazi 6zellikleri barindirmalarn gerekmektedir:

e Antiviral bir bilesigin bitkiye zarar vermeden viriis enfeksiyonunu ve
viriisiin ¢ogalmasin1 engellemesi gerekmektedir. Bu durum viriislerle kimyasal

miicadelede en biiyiik problemdir.

e Etkili bir antiviral bilesik, viriisiin vektorler araciligiyla tasiniminin

engellenmesi i¢in bitki i¢inde sistemik olarak yayilma 6zelliginde olmalidir.

e Sistemik olarak etkili bir bilesigin belirli bir siire antiviral etkisini
stirdiirmesi gerekmektedir. Buna karsin antiviral etkili cogu bilesik belirli bir siire

sonra bitki i¢inde etkisiz hale gelmektedir.

e Cogu tarimsal iirtin ve virlisler icin, bu ozelliklere sahip bir bilesigin
ihtiyaci karsilamasi acisindan oldukga biiyiik lceklerde iiretilmeleri gerekmekte

ve bu da belli bir noktadan sonra ekonomik olmamaktadir.

e Etkili olan ekstrakt ya da kimyasal maddenin depolamaya, degisik iklim

kosullan ve farkli bitkilerde kullanima uygun olmasi gereklidir.

e Ozellikle bitki ekstraktlarindaki antiviral ya da inhibitér maddelerin izole
edilmesi, saf olarak denenmesi ve sonugta ¢ogaltilmasi bazi sorunlarin ¢dziimiinde

yarar saglayacaktir.

Kimyasal maddelerden yararlanilarak yapilan viriislerle miicadelede cesitli

problemlerle karsilagilmaktadir. Buna karsin, bitki ekstraktlarinin dogadaki
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yayginliklar1 ve uygulamadaki kolayliklar1 yaninda insan sagligina ve cevreye
kars1 yan etkilerinin olmamasi nedeniyle kimyasal maddelere gore daha avantajh

durumdadirlar.
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