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OZET

BAZI UCUCU YAGLARIN DOMATES BAKTERIYEL KANSER ve
SOLGUNLUK (Clavibacter Michiganensis subsp. Michiganensis) ETMENININ
KONTROLUNDEKI ETKINLiGINIiN BELIRLENMESI ve BU YAGLARIN
FiLM KAPLAMADA KULLANIMI

Meral YILMAZ

Doktora Tezi, Bahce Bitkileri Anabilim Dah

1. Damsman Prof. Dr. Nurgiil ERCAN,

2. Damsman Prof. Dr. Omiir BAYSAL
Agustos 2014, 137 sayfa

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) tohumla tasman gram
pozitif bir fitobakteri olup, neden oldugu bakteriyel kanser ve solgunluk hastalig
domatesin (Solanum lycopersicum Mill.) fide, bitki ve pazarlanilabilir meyvesinde zarar
olusturmaktadir. Cmm karantinaya tabii bir patojendir ve tohum saglik testlerinde sifir
bulasiklik istenmektedir.

Cmm’ye kars1 tohuma uygulabilen ruhsath bir kimyasal bulunmamaktadir. Son
yillarda Cmm ve benzeri fitopatojenlere karsi organik tarim ve biyolojik miicadeleye
yonelik ¢ok fazla sayida arastirma yapilmaktadir. Giinlimiizde bitkisel kokenli sabit ve
ucucu yaglar gibi bazi dogal bilesiklerin kimyasal pestisitlere karsi iyi bir alternatif
olacag1 disiiniilmektedir. Bu c¢alismada, domates tohumundaki Cmm miicadelesinde
baz1 ticari ugucu yaglarin (UY) etkinliginin belirlenmesi amaciyla ylriitiilmiistiir. Bu
amagla UY’nin Cmm’ye kars1t antibakterisidal etkileri, uygun doz ve minimum
inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIC), antibakterisidal etkili u¢ucu yaglarin domates
tohum uygulamalarinda ve film kaplamasinda kullanabilirligi, UY tohum
uygulamalarmin ve film kaplamanin domatesin tohum ve fide kalite parametreleri,
tohumdan Cmm eradikasyonu iizerine etkileri arastirilmistir. Ayrica bu uygulamalarin
hazir fide tiretim kosullarinda performanslari, ugucu yaglar ile film kaplamanin kisa
stireli depolama sonrasi ¢ikis orani, temiz tohum oran1 ve tohumda bakteri yogunluguna
etkisi belirlenmistir.

Tohum uygulamas: ve film kaplama g¢aligmalarinda Cmm’ye karsi en etkili
ucucu yagm Origanum vulgare oldugu saptanmis ve bunu sirasiyla Origanum onites,
Lavandula stoechas ve Rosmarinus officinalis izlemistir. Calismada kullanilan ugucu
yaglarin MIC degerleri 62.5-500 ppm arasinda degisim gostermistir. Ugucu yaglar fide
parametreleri ve depolamayi etkilememis, buna karsin ugucu yag tiirleri ve dozlara baglh
olarak tohum cimlenme ve ¢ikis orani olumsuz etkilenmistir. Ayrica ugucu yaglarin
ortalama ¢imlenme ve ¢ikis zamanma etkisi ile depolamanin ¢ikis orani, temiz tohum
orani ve tohumda bakteri yogunlugu iizerine etkisi istatistiksel olarak Onemsiz
bulunmustur. Ugucu yag film kaplamanin hazir fide iiretim serasinda ¢ikis orani ve fide
gelisimine etkisi imitvar bulunmustur. Arastirma sonuglari, ugucu yag film kaplamanin
domates tohumundaki Cmm’ye kars1 etkili olabilecegini ve bu konudaki ¢aligmalara
devam edilmesi gerektigini ortaya koymustur.
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ABSRACT

DETERMINATION OF EFECTIVENESS OF SOME ESSENTIAL OILS IN
CONTROLLING OF TOMATO BACTERIAL CANCER AND WILT
(CLAVIBACTER MICHIGANENSIS SUBSP. MICHIGANENSIS) AND ITS USE
FOR SEED FILM COATING

Meral YILMAZ

PhD Thesis in Horticulture
1. Supervisor Prof. Dr. Nurgiil ERCAN
2. Supervisor Prof. Dr. Omiir BAYSAL
Agustos 2014, 137 pages

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) is a seed borne gram
positive phytobacteria. Bacterial cancer and wilt caused by Cmm can created damages
in seedling, plant and marketable fruit of tomato (Solanum lycopersicum Mill.), which is
important vegetable. Cmm is quarantine pathogen. Due to a very low Cmm inoculum in
tomato seed can also created a risk of contamination, the zero contamination is required
in seed health tests for Cmm control.

A licensed chemical can be applied to tomato seed for Cmm control is not
available. In recent years, many research has been done for organic agriculture and
biological control aganist Cmm and like phytopathogens. Totay, some natural
compounds like fixed and essential oils originated from plants is thought to be a good
alternative to chemical pesticides. In this study, the effectiveness of some commercial
essential oils (EOs) were conducted to determine for control of Cmm in tomato seed.
Antibactericidal effects of EOs, appropriate dose and minimum inhibitory concentration
(MIC), the usability of antibactericidal effected EOs for tomato seed treatment and film
coating, effects of seed treatment and film coating with EOs on tomato seed and
seedling parameters, Cmm eradication from tomato seed were investigated. Also,
performances of these treatments in seedling production, effect of seed film coating
with EOs and after short-term storage on emergency rate (ER), clean seed rate (CSR)
and bacterial density in seed (BDS) were determined.

Origanum vulgare was detected the most effective EOs in seed treatment and
film coating for Cmm control and followed Origanum onites, Lavandula stoechas and
Rosmarinus officinalis, respectively. MIC values of EOs used in this study ranged from
62,5 to 500 ppm. EOs were not affected seedlings and storage parameters, whereas seed
germination rate (GR) and ER rate was adversely affected depending on the type and
dose of EOs. Also, effects of EOs on the mean germination time (MGT), the mean
emergency time (MET) and effect of storage on ER, CSR and BDS were found
statistically insignificant. Effect of seed film coating with EOs on ER and seedling
growing has been found promising. Results of this research has revealed that seed film
coating with EOs for Cmm control in tomato seed could be effective and new resarches
in this issue should be continued.
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ONSOZ

Ortii alt1 sebze yetistiriciliginin diinyada her yil artan onemi nedeni ile
giiniimiizde arastirmalar sebze tohumculugu ve bunlar iizerinde baski olusturan
problemlerin ¢dziimiine ydnelik konularda yogunlagmustir. Ulkemizde hem 6rtii altinda
hem de acik yetistiricilik kosullarinda 6nemli bir {irlin olan domates verim ve kalite
kaybina neden olan, pazar degerini diigiiren bircok biotik ve abiotik stres faktorlerine
maruz kalmaktadir. Bu faktorler nedeni ile tiretiminde kayiplar yasanmaktadir. Diinyada
ilk tespit edildigi tarihten bu yana domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi
(Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis 0zellikle tohumla taginimi nedeni
domatesin en yikict ve verim kaybmna neden olan hastaligidir. Cmm karantina
tedbirlerine tabiidir ve test edilen 6rneklerde 0 bulasiklik istenmektedir. Bazi fiziksel ve
kimyasal tohum uygulamalar1 ise Cmm’yi tohumdan tamamen eradike edememekte ve
ayni zamanda tohum kalite ve fide kalite parametreleri iizerine olumsuz etkilemektedir.
Son yillarda dogal iirlinlere artan talep ve ilag kalnti sorunu nedeni ile basta tip ve
farmakozi alaninda olmak iizere bir¢cok alanda oldugu gibi tarim alaninda da biyolojik
veya dogal miicadele yontemleri 6ne ¢ikmaktadir. Bunlar arasinda en ¢ok dikkati ¢eken
ucucu yaglar ve bunlarin uygulamalaridir. Ugucu yaglarin bircok ¢alismada
antibakteriyel etkileri tespit edilmistir. Bu tez calismasinda ilk kez tarla bitkileri
tohumlarmda yapilmis olan ucucu yag ve ana bilesen tohum kaplamasi domates
tohumuna uyarlanmistir. Bugiline kadar hi¢ c¢alisilmamis bir alanda, ugucu yaglar
domates tohumuna uygulanmis ve ardindan ayni ugucu yag ile film kaplanmasi sonucu
Cmm’ye kars1 alternatif bir dogal miicadele yontemi veya preparat aday1 gelistirilmesi
hedeflenmistir. Yapilan uygulamalarm ilk kez domateste Cmm etkinliginin yani sira,
tohum kalitesi, fide kalitesi tizerine etkileri in vitro, in vivo ve hazir fide iiretim
kosullarinda arastirilmistir. Calismamizda tohum ve fide parametrelerini etkilemeksizin
Cmm’kars1 uygulanabilecek {imit var sonuglar elde edilmistir. ilerleyen zamanlarda
yapilacak tamamlayici diger c¢alismalar ile arastrma bulgularinin tohum ve fide
sektoriine faydali olacagi ve pratige aktarilabilecegi saptanmustir.

Doktora calismam siiresince bana destegini esirgemeyen degerli danigman
hocam Prof. Dr. Nurgiil ERCAN’a, degerli bilgi ve Onerilerinden faydalandigim, tohum
teknolojisi ve tohum kaplama konusundaki destek ve yardimlari i¢in Dog. Dr. Siileyman
KAVAK ’a, Fitopatoloji alanindaki desteklerinden dolay1 Prof. Dr. Omiir BAYSAL’a,
tezdeki yonlendirmelerinden dolayr Prof. Dr. Hamide GUBBUK’e, beni Tohum
Patolojisi ve Teknolojisi alanina ydnlendiren Dr. Suat YILMAZ’a, tez ¢aliymamim
yiiriitiilmesi sirasinda desteklerini esirgemeyen Dr. Abdullah UNLU’ye (BATEM), Dr.
Miinevver GOCMEN’e (Antalya Tarim A.S.), Paul KOOMEN’e (Seed Processing,
Hollanda) saha ¢aligmalar1 icin tohum ve fide firmalarina, desteklerini esirgemeyen tiim
calisma arkadaslarima, ¢aligmalarim sirasinda kendilerine daha az zaman harcadigim
oglum ve kizima, anneme, kardesime ve esime tesekkiir ederim.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

% Yiizde

°c Santigrat derece

cm Santimetre

cc Cubic Centimeter

g Gram

Kg Kilogram

m Metre

mg Miligram

ml Mililitre

mm Milimetre

nm Nanometre

ppm One Part Per Million (Milyonda bir birim), 1 ppm=mg/L =ug
/ml=1000ug/L= pg/ml= pl/L= pg/g= mg/Kg=0.0001%

rpm Dakikadaki dongii sayisi

a Alfa

B Beta

Y Gamma

5 Delta

ug Mikrogram

ul Mikrolitre

ml Mililitre

Kisaltmalar

BATEM Bat1 Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii

CFU/ml ml’de koloni olusturan birim

Cmm Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

DMSO Dimethyl Sulfoxide(%10) (¢oziicii)

EPPO Avrupa ve Akdeniz Bitki Saglig1 Orgiitii

GC-MS Gas Cromotogrophy-Mass Spectroscopy

ISF Uluslararas1i Tohum Federasyonu

ISHI Uluslararast Tohum Saglik 1k Adimi

ISTA Uluslararas1 Tohum Test Birligi

iz Inhibisyon Zonu (mm)

KB King’s B agar

KOH %?3’liik potasyum hidroksit

log CFU/fide Fide basina koloni olusturan birim degerininin logaritmasi

log CFU/tohum Tohum basina koloni olusturan birim degerininin logaritmasi

MBC Minimum Bakterisidal Konsantrasyonu

MIC Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

NA Nutrient Agar kat1 besiyeri

NB Nutrient Broth

OD Optical Density

SCM Cmm i¢in yar1 segici besi yeri
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1. GIRIS

Bitkisel iiretimin ana c¢ogaltim materyali olan tohum iilkeler ve kitalar arasi
ticareti yapilan bir tirlindiir. Uluslararasi tohum federasyonun (ISF) 2013 yil1 verilerine
gore diinyada her yi1l yaklasik 2 959 276 ton tohum ihrag edilirken, 2 334 678 ton tohum
ise ithal edilmektedir.

Tohum ticareti, verim ve kalite yoniinden iistiin 6zellikleri olan tohumlarin yeni
iretim alanlarinda degerlendirilmesini saglamaktadir. Fakat tohum ithalati ayni
zamanda tohumla taginan hastalik ve zararlilarin da yeni bir liretim alanina bulagsmasina
neden olmaktadir. Tohumla tasinan hastalik etmeninin temiz iretim bdlgelerine
tasinmasi sonucu orada uzun yillar slirecek hastalik miicadelesine neden olmakta ve
sonucunda ticari kayiplar yasanmaktadwr. Hastalik bulastigi iilkede epidemi
olusturmakta veya cevre iilkelere de yayilmaktadir. O nedenle ki, bir¢ok tohumla
tasinan hastalik etmeni Avrupa ve Akdeniz Bitki Sagligmni Koruma Orgiitii (EPPO
2013) tarafindan karantina listesine alinmustir.

Onemli bir sebze tiirii olan domatesin (Solanum lycopersicum Mill.)
yetistiriciligini kisitlayan biyotik ve abiyotik bir¢ok stres faktorii bulunmaktadir. Bunlar
arasinda ozellikle domates tohumu ile tasman bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi
etmeni Clavibacter michiganense subsp michiganensis (Cmm) ilk tespit edildigi 1910
yilindan bu yana domates iiretim alanlarinda ciddi tahribatlar yapmistr. Cmm ile
miicadeleye yonelik bugiine kadar bir¢ok calisma yapilmistir. Fakat Cmm’ye karsi
dayanikli cesit gelistirilemeyisi, dayanikliligin aktarimindaki problemler, kimyasal
miicadelenin yeterli olmayisi, bakteriyel etmenler tarafindan kullanilan bakirl
preparatlara kars1 kisa siirede dayaniklilik kazanimi gibi nedenler ile hala biitiin
diinyada 6nemini korumaktadir.

Tarimda bitki hastalik ve zararlilar1 ile miicadelede yogun olarak kullanilan
pestisitler kansere, dogum anormalliklerine, sinir sistemi rahatsizliklarina, ¢evre ve hava
kirligine, yogun ve yanlis kullanimlar1 nedeni ile patojenlerde dayaniklilik gelisimine,
biyolojik miicadele ajanlar1 ve dogal diisman populasyonlarin yok olmasina neden
olmaktadirlar (Tiryaki 2010). Tarimsal iirlinlerde kalint1 problemi pestisitlerin énemli
yan etkileridir. Tiirkiye’de Yas Meyve ve Sebze ihracatinda siklikla yasanan ila¢ kalint1
sorunlart ise bunun en bariz 6rnegidir (Yildirrm 2010). Bu nedenler ile son yillarda
biyolojik ve organik miicadele yontemleri 6nem kazanmistir. Bunlar arasinda ugucu
yaglar ve ugucu bilesenler 6n plana ¢ikmaktadir. Ugucu yaglar dogada ¢abuk
coziinmeleri nedeni ile kalinti sorunu olusturmamaktadirlar. Bircok bilesene sahip
olmalar1 nedeni ile bakteriyel etmenler kolaylikla dayaniklilik gelistirememektedirler.

Ucgucu yaglarmn in vitro ve in vivo kosullarda Cmm ve benzeri fitopatojen
bakterilere karsi kullanilabilmesine yonelik bircok aragtirma yapilmistir (Basim 1998,
Mirik ve Aysan 2005). /n vitro galismalarda baz1 ugucu yaglarim Cmm iizerine etkili
olduklar1 tespit edilmistir (Dimitra vd 2003, Giilliice vd 2003, Sahin vd 2003). Ayni
zamanda tohumla tasman etmenlerde alternatif miicadele araci olabilecekleri
bildirilmistir (Nguefack vd 2005). Cmm’ye kars1 yapilan ugucu yag calismalari, etki
var-yok, in vivo fideye ve bitkiye uygulamalar1 kapsamaktadir. Tohum uygulamalar1 ve
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bunlarin tohum, fide kalite parametreleri iizerine etkileri ile ilgili ¢aligmalar ise yok
denecek kadar azdir (Tobias 2007, Talibi vd 2011).

Ugucu yaglarm etki dereceleri ve kalite 6zellikleri uygulanan ydntem, ugucu
yagm elde edilisi, igerigi, elde edildigi doneme bagli olarak degisiklik
gosterebilmektedir. Dolayistyla minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIC) ve
bakterisidal etkileri arasinda ciddi farkliliklar goriilmiistiir (Soylu vd 2006, Altundag
2007). Ayrica ticari ucucu yaglarin bakterisidal etkileri ve MIC degerleri
belirlenmemistir. Ticari ugucu yaglarin tohuma uygulama ve film kaplama sonrast Cmm
iizerine, domates tohum ve fide kalite parametrelerine etkisi de ¢alisilmamistir. Ticari
ucucu yaglar ile tohum uygulamasi ve film kaplamanin hazir fide iiretim kosullarindaki
uygulanabilirligi iizerine de ¢alisma yapilmamistir.

Onemli bir ugucu yag bileseni olan 6jenoliin iginde yer aldigi formiilasyon
(Ojenol+ Kitozan-lignosiilfonet) celtik tohumlarma film kaplama ile yiiklenmis ve
depolanabilirligin, ¢imlenme orani ve tarla ¢ikis oraninin 6nemli oranda arttig1 tespit
edilmistir. Ojenol ile film kaplamanin soya fasulyesi tohumlarinda tasman
Colletotrichum sp + Macrophomina sp’a karst etkili oldugu ve tohumun ¢imlenme
oranini etkilemedigi tespit edilmistir (Sawatvanich vd 2007).

Litaratiire gecen calismalar dikkate alindiginda bugiine degin hi¢ yapilmamis
olan ugucu yaglarin film kaplama seklinde tohuma yliklenebilecegi ve bu sekilde
domates tohumundan Cmm’nin tohumdan eradike edilebilecegi fikri ortaya
konulmustur. Ugucu yaglar ile tohum uygulamasi ve film kaplamanin tohum, fide kalite
parametrelerini olumsuz etkilemeksizin, domates tohumundan Cmm inokulumunu
tamamen yok etmesi basarilirsa sonuclarin diger organik yetistiricilikte ve biyolojik
miicadele arastrmalarina da uygulanabilecegi agiktir. Temiz tohumu iiretim
asamasindan sonra bulagmalara karsi muhafaza edebilen film kaplama hasat sonrasi
rutin uygulama olarak Onerilebilecektir ve teknik talimatlarda yer alabilecektir. Tohum
ve hazir fide iiretiminde Cmm ve benzeri etmenlerle miicadelede tohumlarin ugucu
yaglar ile film kaplanmas1 tavsiye edilebilecektir. Tohumla tasinan bakteriyel etmenlere
kars1 tohuma uygulanacak herhangi bir ila¢ olmadigindan ilk kez yerli ve dogal bir
tohum ilac1 elde edilmis olacaktir. Diinyada pestisit kullanimi ve pestisit giderleri
dikkate alindiginda tohuma film kaplama ile uygulanabilecek ugucu yag ilag¢ terkibinin
elde edilmesi lilkemiz ekonomisine de katma deger saglayacaktir.

Ifade edilen gerekceler ve litaratiirdeki bosluklar nedeni ile bu tez ¢alismasinda
ilk kez tohumla tasmman bir bakteriyel etmene (Cmm) karsi ugucu yaglarin tohum
uygulanmasi ve film kaplama ile tohuma yiiklenmesi ¢alisilmistir. Elde edilen sonuglar
ile farkli sektorlerde (tohum iiretimi, hazir fide {iretimi ve organik tarim) Cmm ve
benzeri tohumla taginan etmenlerin kontrol altmna alimmmasi planlanmigtir. Aragtimanin
temel hedefi Cmm’den ari tohum iiretimini kontrol altina alabilecek ve temiz tohumu
tohum hasat1 ve yetistiricilik arasindaki biitiin ara basamaklarda koruyabilecek dogal bir
film kaplama yontemi gelistirilmesidir. Tohumun Cmm’den ariligini iiretim ve
depolama asamalarinda muhafaza altina alabilmek, tohumda Cmm bulunsa bile hastalik
olusumunu domates fidesi ve bitkisinde engellemek hedeflenmistir. Bu temel hedefe
ulagsmak icin ¢ok sayida farkli amacla, ugucu yaglarin film kaplama ile tohuma
yiiklenebilmesi ve tohuma uygulanabilecek dogal bir ilag gelistirilmesine yonelik olarak
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kademeli denemeler kurulmustur. Cmm’yi domates tohumundan tohum ve fide kalite
parametrelerini olumsuz etkilemeksizin eradike edebilecek, bulagmalar1 6nleyebilecek
ve sonuglarinin hazir fide sektoriinde kullanilabilecegi ugucu yag tohum uygulamasi ve
film kaplamanin belirlenmesi amaglanmistir. Ticari ugucu yaglarin Cmm’ye karsi
antibakteriyel etkileri, uygun doz ve MIC degerleri belirlenmistir. Antibakteriyel etkili
ucucu yaglarm Cmm miicadelesinde, domates tohum uygulamalarinda ve film
kaplamada kullanabilirlikleri arastirilmistir. Ugucu yaglar ile film kaplamanin hazir fide
iiretim serasinda domates fide gelisimi, depolama sonrasi tohum kalitesi ve Cmm
iizerine etkileri belirlenmistir.
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2. KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI
2.1. Tohum Kalitesi

Bitkisel iiretimin ana c¢ogaltim materyali tohumdur. Tohum ayni zamanda
gidadir, gen kaynagidir ve sanayi hammaddesidir. Diinya genelinde ticari degeri yiiksek
girdilerden biri de tohumdur ve gilinimiizde yaklagik 45 milyar $’lik tohum pazari
mevcuttur (ISF 2012).

1970’11 yillardan beri gelisme gosteren diinya tohumculuk sektoriinde 6nemli
olan (tohumluktan bir 6rnek c¢imlenme ve ¢ikis, saghkli bitki gelisimi) kaliteli
tohumluktur. Tohum kalitesi ise tohumun yeni bir bitkiyi olusturmasi i¢in gerekli i¢sel
veya digsal oOzelliklerinin miikemmeliyeti veya bu mikemmeliyetin standardidir.
Tohumda kalite tohumluk ticareti ile ortaya ¢ikmistir ve 19.yy’da tohum ticaretindeki
sorunlar nedeni ile Avrupa ve ABD’de yeni yasal diizenlemeler yapilmistir (Sehirali
1997).

Tohumda kaliteyi baslica lic 6zellik (kimlik, hijyen ve performans) belirler.
(Sehirali 1997, Venter 2000, Hampton 2002). Fiziksel ve genetik safiyet, iiniformite ve
tohum agirligi tohumlugun kimlik 6zelliklerini ifade eder ve tescil asamasinda yapilan
klasik ve molekiiler testler ile kayit altina almir. Olii ve canli dokulara sahip olabilen
tohumun ¢imlenerek yeni bitkiyi olusturabilme yetenegi olan canliligin yanisira, tohum
giicii (vigor), tohum nem igerigi, tarla ¢ikis orani, iliniformite ve depo Oomri gibi
ozellikler tohumlugun performans o6zellikleridir. Tohumun her tiirlii patojenden,
zararhidan ve yabanci ot tohumundan ari olmasini ifade eden hijyen 6zellikle tohumla
tasinan etmenlerin epidemi olusturabilmeleri, neden olduklar1 hastalik etmenlerini temiz
yetistirme alanlarina ve diger konukcularina bulastirabilmeleri nedeni ile en 6nemli
tohum kalite 6zelligidir (Erkan 1998).

Tohum kalitesinin 6nemli bir parametresi olan tohum sagligi (hijyen) tohumda
bulunan veya tasman mikroorganizmalarin cinsini, miktarmni zarar seklini, tohum-
mikroorganizma iliskilerini ve etkili faktorleri inceleyen tohum patolojisi biliminin ana
calisma sahasidir. Ik kez 1800’lii yillarda baslayan tohum patolojisi ¢alismalarinda ilk
kez viriis hastaliklarin ve fasulye tohumunda bir fungus ve bakterinin tohumla tagindigi
tespit edilmistir (Erkan 1998, 2005). Hastalik etmenin sadece tohumda taginmasi veya
bulasik olmast degil, ayn1 zamanda hastalik olusturmasi gerekir. Tohumlarda hastaligin
tasinim1 ile ilgili 4 faz gecerlidir; 1) ana inokulum kaynagi tohum olan, tohum
infeksiyonun 6nlenmesi ile hastaligin kontrol altina alabilinecegi patojenler (Marul
Mozaik Viriisii vb). 1) Tohumun mindr inokulum kaynagi oldugu ve hastaligin daha
cok arazide goriildiigli patojenler. m)Tohumda tasinan ama hastalik olusturmayan
patojenler. 1v) Tohumda arazide ve depoda hastalikk olusturan patojenler (6rnegin
Aspergillus ve Penicilium funguslar1) (Nome vd 2003). Tohumlarin hastalik etmenleri
ile kontamine olmas1 ya dogrudan ya da sistemik olur. Tohumda hastalik etmenlerin
bulunmasi her zaman hastalik olusturmaz. Tohum infeksiyonu konukgu, patojen ve
cevre kosullar1 interaksiyonu sonunda geligir. Ebeveyn bitkide tohum olusumu sirasinda
cesitli ¢icek yapilarindan, stigmadan, ovaryum duvarindan, olgunlagsmamis tohumun
etrafindan, hilum ve mikrofil gibi dogal agikliklardan dogrudan penetrasyonla, bocek
faaliyeti ile veya ebeveyn bitkideki olas1 kontaminasyonun dogrudan tohuma ge¢cmesi

19



seklinde sistemik infeksiyondur. Tohumlarm o an i¢inde bulunduklar1 ortamdan direkt
hastalik etmenin, tohum yiizeyine ve tohum kabuguna tutunmasi, tohum kabugunu
gecerek embriyo ve diger tohum kisimlarina ulagsmasi ise tohum bulagmasidir. Baslica
hastalikk etmenlerinden major grubu olusturan fungus, bakteri ve viriisler tohumlarin
tohum kabugu, embriyo, endosperm, hilum, kavuz, kotiledon ve diger kisimlarinda
taginirlar (Agarwal ve Sinclair 1987a ve b, Reis vd 1999, Singh ve Mathur 2004a, Erkan
2005). Hiicre duvarmma, membrana sahip prokaryotik canlilar olan bakterilerden
genellikle Acidovorax, Agrobacterium, Burkholderia, Erwinia, Pantoea, Pseudomonas,
Ralstonia, Xanthomonas ve Coryneform tohumla tasmirlar (Schaad 1988, 1989). RNA
veya DNA’dan olusan 2000’in {izerindeki bitki patojeni viriis tohumla tasmnir (Sevik
2012). Bilinen 800’{in tlizerinde fungus bitkilerde hastalik olusturmakta ve ¢cogunlugu
tohumla taginmaktadir (Singh ve Mathur 2004c).

Tohumla tasinan etmenler icerisinde Ozellikle bakteriler tohum kabugunun
yanisira embriyoda da taginmalar1 nedeni ile miicadelesi zor gruptur. Giinlimiizde birgok
kiiltiir bitkisinin tohumlar1 ile tasmirlar. Onemli bir sebze tiirii olan domatesin
tohumlarinda A. rhizogens, A. rubi, A. tumifaciens, A. dissimutans, B. fructodestruens,
B. leguminiperdus, B. lycopersici, B. tubifex, B. lycopersici vitiati, E. carotovora subsp.
atroseptica, E. c. subsp. carotovora, E. chrysanthemi pv. dianthicola, E. c. pv. zeae, E.
rhapontici, P. briosii, P. cepacia, P. cichorii, P. hemmiana, P. lycopersici, P.
marginalis pv. marginalis, P.syringae pv. atrofaciens, P. s. pv. gracae, P. s. pv.
japonica, P. s. pv. mellea, P. s. pv. savastanoi, P. s. pv. syringae, P. s. pv. tabaci, P.
viridiflava, P. viridilivida, R. fascians, X. campestris pv. physalidicola ve X. c. pv.
raphani tohumla taginmaktadir (Agrawal vd 2012). Domateste en 6nemli tohumla
tasian bakteriyel hastalik etmenleri, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Smith) Davis, Xanthomonas campestris pv. vesicatoria ve Pseudomonas
solanacearum’dur (Singh 1999).

Tohumlar hasat edildikleri alandan c¢ok c¢esitli bolgelere veya iilkelere ihrag
edildiklerinden 6zellikle, beraberinde tasidiklar1 hastalik etmenlerinin o bolgeye girisine
aracilik edebilmektedirler. Nitekim 2005 yilinda Tiirkiye’de ithal edilen tohum
orneklerinde yapilan tohum saglik testlerinde tohumla tasmman viral ve bakteriyel
etmenler saptanmistir (Yilmaz vd 2005). Giiniimiizde tohumla tagman birgok hastalik
etmeni i¢ veya dig karantina tebbirlerine tabiidir. Tohum Ornekleri tilkelere giris ve
cikislarda tohum saglik testlerinden gegirilir (Morrison 1999). Tohumda patojenin
varlig1 klasik, serolojik ve PCR temelli yontemler ile tespit edilebilmektedir (Gitaitis ve
Walcott 2007). Tohum saglik testlerinde 1957 yilindan bu yana faaliyet gosteren ISTA
(Uluslararast Tohum Test Birligi, Bitki Hastaliklar1 Komitesi), ISF (Uluslararasi Tohum
Federasyonu), EPPO, ISHI (Uluslararast Tohum Saghk Ilk Adimi) uluslararasi tohum
kuruluslar1 ve ASTA (Amerikan Tohum Ticareti Birligi) gibi bolgesel, Naktuinbouw
(Holanda Tohum Test Laboratuvari)) ve TTSM (Tohumluk Tescil ve Sertifikasyon
Laboratuvar1) gibi lilkesel veya 0Ozel laboratuvarlarda, uluslararasi normlara gore
belirlenen tohum saglik test prosediirlerine gore analizler yapilmaktadir. Ozellikle
iilkelerin karantina laboratuvari ve kamu tohum test ve arastirma laboratuvarlari
hastalikli tohum Orneklerinin iilkeye girisi ve ¢ikisimnin dnlenmesine yonelik faaliyet
gostermektedir.
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2.2. Domates Bakteriyel Kanser ve Solgunluk Hastahg:

Domates  (Solanum  lycopersicum  Mill)  Solanaceae  (Patlicangiller)
familyasindan, 2012 yil1 verilerine gére 161.8 milyon ton iiretimi ile diinyada en yiliksek
iiretim payina sahip yas sebzedir (Fao 2013). 11 820 000 ton iiretim ile domatesin
ozellikle ortialt1 yetistiricilikte ekonomik degeri yiiksektir (Tiiik 2013). Domates
Antalya’da ortii alt1 alanlarinin yaklagik %44.3’line sahiptir (Anonim 2013e).

Domatesin iiretimini kisitlayan ¢ok sayida fungal, viral ve bakteriyel hastaliklar1
vardir. Bunlar arasinda Ozellikle tohumla tasmanlar yayilmalar1i ve epidemi
olusturmalar1 nedeni ile 6ne c¢ikan gruptur. Domateste tohumla tasinan bakteriyel
hastaliklar icerisinde ise en Onemlisi Clavibacter michiganensis  subsp.
michiganensis 'dir (Agrawal vd 2012).

Hastalik etmeni ilk kez 1909°da ABD’de Michigan eyaletinde Grand Rapids’te
domates seralarinda Erwin F. Smith tarafindan tespit edilmis ve o yillarda Grand Rapids
hastaligi diye adlandirilmistir. Hastalik etmeni Smith’in ilk isimlendirmesinde
Bacterium michiganense ne olmasina karsin sonralari, Aplanobacter michiganense,
Phytomonas michiganensis, Mycobacterium Michiganensis olarak adlandirilmistir.
Uzun yillar Corynebacterium michiganense olarak bilinmesine karsin 1980’lerin
sonunda hiicre duvari ile ilgili ¢alismalarm sonunda Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis olarak adlandirilmis, neden oldugu hastaliga ise Domates Bakteriyel
Kanser ve Solgunluk hastalig1 ad1 verilmistir (Gleason vd 1993).

Clavibacter michiganensis subsp michiganensis prokaryota alemi, Firmicutes
bolimii, Thallobacteria smifi, Microbacteriaceae tamilyasi, Clavibacter cinsi igerinde
yer almaktadir (Agrios 2005). Clavibacter michiganense subsp michiganensis (Cmm)
aerobik, cubuk sekilli, hareketsiz, gram pozitif bir bakteridir (Eichenlaub vd 2006).
Cmm’nin konukgular1 arasinda Solanaceae familyas1 yer alsa da en fazla zarar
olusturdugu tiir domatestir (Gleason vd 1993). Domates kadar ekonomik anlamda
olmasa da biberde de (Capsicum spp.) hastalik olusturmaktadir (Ivey ve Miller 2000).

Domates Bakteriyel Kanser ve Solgunluk Hastaligt ABD’de Michigan
eyaletinden biitiin diinyaya yayilmig ve cogu domates yetistirme alaninda tespit
edilmistir (EPPO Bulletin 2013). Tiirkiye’de ilk kez 1950 yilinda I¢ Anadoluda ve
sonrasinda Giiney Dogu Anadolu, Marmara, Ege bolgesinde (Cetinkaya-Yildiz 2007),
Dogu Anadoluda (Sahin vd 2002), Bat1 Akdeniz Bolgesinde (Basim vd 2004) ve 2005
yilinda Izmir’de (Ozdemir 2005) tespit edilmistir.

Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi domates iiretiminde %31-83
sistemik fide infeksiyonu olusturabilmekte ve en az %46’lara varan verim kayiplarina
neden olmaktatir (Chang vd 1992).

Cmm toprakta ve bitki artiklar1 tlizerinde bir buguk yila kadar yasamini
stirdiirmektedir (Fatmi ve Schaad 2002). Baslica bulagsma kaynaklari, bulasik toprak,
topraktaki bulasik bitki artiklari, yabanci otlar, bulasik bitki artiklari, bulasik
tohumlardir. Uretim yapilan serada etmen ile temas eden her tiirli alet (budama
makinesi, tohum ekme makinesi, asilama makinesi vb) etmenin tasinimini
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saglamaktadir (Gleason vd 1991). Primer inokulum kaynagi bulasik tohumlardir.
10'CFU/ml yogulugundaki bir tohum bulasikligi arazide onemli boyutta epidemi
olusturabilmektedir (Chang vd 1991, EPPO 2005). Dogal infekteli tohumlarda taginma
oraninin %46 oldugu bulunmustur (Umesha 2006). Tohumda tohum kabugunda ve
embriyoda tasmmaktadir (Singh ve Mathur 2004b). infekteli tohumlarm rengi
degismekte ve tohumlar ¢imlenme giiciinii yitirebilmektedir (Gleason vd 1993). Tohum
infeksiyonu sistemik veya lokal olabilmektedir. Infekteli meyvenin gelisimi sirasinda
vaskuler olarak tohumlar infekte olmaktadir (Uematsu vd 1977). Cmm tohumdan veya
dogal acgikliklar yoluyla direkt iletim demetlerine girer. Bitkilerde solgunlukla baslayip,
tek tarafli solgunluk, renk degisimi ve yaniklik olusturur. Geng fideler hizla solar, ¢oker
ve oliir. ilerleyen donemde hasta bitkilerin govdelerinde iletim demetlerinde basta
sarims1 renklenme daha sonra kizilims1 kahverengiye donen renk degisimi olur. Bitkinin
iletim demeti tikandigindan, yapraklara besin ve su tasmmasi ger¢eklesmez sonugta
yanikliklar hatta kavrulmus gibi goriiniimdeki lezyonlar olusur. Yara, budama,
hidatodlar vb. dogal agikliklardan bitkiye girerse, lokal infeksiyon gergeklesir, govdede
sigil olusur. Lokal lezyonlar sitemik infeksiyona doniisebilir. Daha sonra bitkinin biitiin
yesil aksami solar, kavrulur ve bitkiler &liir. Infeksiyon siddetine gore meyvelerde
kusgdzii seklinde lezyonlar olusur ve bu meyvelerden elde edilen tohumlar Cmm ile
bulagiktir (Sekil 2.1). Kusgozii lezyonlar1 meyvenin pazar degerini kaybettirir. Latent
periyodunun uzun olmasi nedeni ile hasta ve saglikli fide ayrimimin yapilmasi giigtiir
(Cetinkaya-Y1ldiz ve Aysan 2008). Infekteli meyvelerde kusgozii seklindeki lezyonlar
her zaman goriilmeyebilir, cogunlukla simptomsuz veya agli ya da meyvenin sertlestigi
goriiliir (ASTA 2010).

infekteli meyveden tohuma
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Sekil 2.1. Cmm’nin yasam dongiisii ve infeksiyonlarinin goriintiisii (Eichenlaub vd
2006, De Leon vd 2011)
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Cmm epifitik ve latent periyodu uzun oldugundan dolay1 infekteli tohumlardan
her zaman hastalik gelismeyebilir. Cmm ile infekteli tohumlarin erken g¢imlenme
doneminde Cmm kolonilerinin daha ¢ok hipokotil ve kotiledonlarda kolonize oldugu,
hem diisiik (%45) hem de yiiksek nispi nemli kosullarda (%83) Cmm’nin siirgiinden
daha ¢ok kok bolgesine yigildig: ve sistemik fide infeksiyonu olusturdugu goriilmiistiir.
Fide siklig1 cok yiiksek bir yetistiricilikte, epifitik patojenlerin ¢ok hizli bir sekilde
sulama suyuyla ve yapraktan yapraga gectigi, hizli bir sekilde fideligin tamamini infekte
edilebildigi belirtilmistir (Xu 2010). Iyi bir endofit olan Cmm bitkide hizla
yayilmaktadir (Carlton vd 1998, Gartemann vd 2003).

Cmm olas1 bulasik tohumlarin ithalat1 ya da {ilkelerin i¢ iiretimlerinde yapilan
yanlis uygulamalar nedeni ilk kez tespit edildigi tarihten bu yana domates iiretim
alanlarinda sorun olusturmaya devam etmektedir. Tiirkiye de yillara gore domates
iretimin artistyla birlikte tohumluk ag¢ig1 ortaya ¢iktig1 ve bu nedenle ¢ok sayida yeni
domates c¢esidine ait tohumun ithaliyle bakteriyel hastaliklarda artis tespit edildigi
bilinmektedir (Tirkiisay ve Tosun 2005). Bat1 Akdeniz bdlgesinde ithal edilen domates
tohum oOrneklerinde en fazla Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis tespit
edilmistir (Y1lmaz vd 2005). Ulkemizde ayn1 bolgede yapilan bir calismada ise, hastalik
belirtisi gosteren fide drneklerinden ve iiretim amacl kullanilan tohumlardan elde edilen
Cmm izolatlarmin PCR ile dogrulamas1 yapilmistir. Daha sonra da molekiiler genetik
isaretleyiciler kullanilarak izolatlarin genetik ayrimlar1 gergeklestirilmistir. Calisma
sonucunda farkli lokasyon ve iiretim materyallerinden elde edilen izolatlarin kendi
aralarinda genetiksel agidan farkli gruplar olusturmalar1 sebebiyle kontaminasyon
kaynaklarinin farkl olabilecegi goriilmiistiir (Baysal vd 2011). Yine ABD’nin Michigan
eyaletinde yiiriitiilmiis benzer bir ¢alismada bulagik alanlardan izole edilen 718 adet
Cmm izolatinda BOX-PCR ve Multilokus analizi sonucunda tohum veya fide bulasiklik
kaynaklarmnin farkli olabilecegi goriilmiistiir (Quesada-Ocampo vd 2012).

Cmm diinyada domates fiiretim alanlarinda olusturdugu kayiplar, tohumla
tasinimi1 ve olasi riskleri nedeni ile EPPO tarafindan karantina listesine (A2) alimmaistir
(EPPO/CABI 1997 ve 1998).

Cmm’den ari tohum iiretimi, tohumdan Cmm bulasikligin1 eradike etmek igin
tohum uygulamalar1 ve tohumluk materyalin Cmm agisindan giivenirligini ortaya
koymak amaci ile yapilan tohum saglik testleri miicadelenin temel taglaridir (De Leon
vd 2011). Cmm’nin tohumlarda tespitinde immunofloresan mikroskop (Porter vd 1997),
tohumlarin veya tohum ekstraktinin segici veya yar1 segici besi yerine ekimi (Schaad
1989) gibi yOntemler uygulanmaktadir. Fluorescence spectrofluorometry ve
flowcytometry (FCM) yontemi hassas olup, 10°-10° CFU/ml diisiik bakteri populasyonu
bile tespit edilebilmektedir (Franken vd 1993, Chitarra vd 2000). Cmm’nin PCR temelli
tanist ve benzer ¢aligmalarda kullanimi amaci ile birgok primer gelistirilmistir. Cmm3/4
primerleri (Santos vd 1997, Baysal vd 2011), Cmm 5/6 primerleri (Louws vd 1998)
gelistirilmistir. Cmm’nin PCR tanis1 konusunda Hadas vd (2005) ve Burokiene (2006)
simptomsuz fidelerde, ¢ok diisiik inokulum miktarinda Cmm tespitinin bio-PCR ile
yapilabilecegini bildirmislerdir. Tohum ve fideden Cmm’nin tanilanmasi konusunda
TagMan probunun giivenilir sonuglar verdigi tespit edilmistir (Bach vd 2003).
Milijasevi¢ vd (2007) tarafindan 2000 ve 5000 adet domates tohum orneklerinde
tohumlarin 6giitiilerek ve santrifiij edilerek yapilan tohum ekstraksiyonlarinmn yar1 segici
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besi yerlerinde (mSCM, D2ANX, mCNS), klasik PCR, bio PCR ve enrichment PCR’da
Cmm’nin belirlenmesine yonelik etkisi arastiridlmistir. Bio-PCR ve tohumlarin
ogiitlilerek yapildigi tohum ektraksiyonun daha iyi sonug verdigini, 2000 tohumda en az
1, 3 ve 5 adet tohumda bulasiklik, 5 000 adet tohumda ise 5 adet bulasik tohum tespit
edilebildidigi tespit edilmistir. Toplam 67 adet Cmm izolatindan TagMan prop
kullanilarak yapilan Cmm tanisinda, real time PCR ile 40 adet izolat pozitif, 27 izolatin
negatif sonug verdigi tespit edilmistir (Berendsen vd 2011).

Cmm’nin tohum ve bitkiden teshisinde kullanilan klasik PCR ve real time PCR
primerleri/problar1 ve bu yontemlerin hassasiyetleri ortaya konulmustur. En giivenilir
sonuglars, ITSYG-1/ITSYG-2’primerleri ile 10° CFU/ml saf kiiltiir, ITSYG-1/ITSYG-2
primerleri ile 10 adet bulasik tohum/1 000 tohum ve Spm4f/Spm2r primerleri ile 10°
CFU/ml saf kiiltiir olarak real time PCR’dan elde edilmistir (De leon vd 2011).

Bilinen dayaniklilik kaynagi S. peruvianum domatesin yabanisidir ve biitiin S.
lycopersicum tiirleri ile melezlenememekte ve fertil bireyler olusmamaktadir (Van
Heusden vd 1999). Embriyo kurtarma ve molekiiler tekniklerin (PCR ve real time PCR)
kombinasyonu ile domatesde Cmm’ye dayanikli hat veya cesit gelistirmeye yonelik
calismalar mevcut ise de dayanikliligin aktarimindaki problemler nedeni ile heniiz
diinyada Cmm’ye dayanikh ¢esit gelistirilememistir (Manrique 2012, Sen vd 2013).

Bordo bulamaci, bakir oksit, bakir oksikloriir, bakir hidroksit, bakir oksisiilfat ve
bunlarin ticari formiilasyonlar1 hastaligi tamamen onlememekte, sadece serada veya
fidelikte baski altina almaktadir (Anonim 1995a ve 1995b). Benzeri kimyasallarm 5x10°
CFU/ml Cmm yogunlugunun altinda hastalik gelisimini smirladigi, fakat yine de meyve
infeksiyonlar1 goriildiigii tespit edilmistir (Hausbeck vd 2000). Ayrica fitopatojen
bakteriler bakirli preparatlara ve benzeri kimyasallara kisa siirede dayaniklilik
gelistirebilmektedir (Mixon 2012).

Cmm’den ari tohum {iretimi ve tohum sagliginin muhafazasi bu etmenle
miicadelenin ilk ve temel asamasidir. Tohum bulasmasini kontrol altina almak igin,
depodaki yasami ve bu organizmayi tohumda kontrol eden faktdrlerin anlasilmasi
gerekmektedir (Kizil vd 2005). Bu amagcla ilk akla gelen tohum uygulamalarinin ise
tohum canliligini diisiirdiigi ve Cmm’yi tamamen eradike edemedigi tespit edilmistir
(Fatmi vd 1991, Kritzman 1993, Tiirkiisay ve Tosun 2005, Cetinkaya-Yildiz ve Aysan
2005, Umesha 2006, Pradhanang ve Collier 2009, Tireng Karut 2011).

2.3. Ugucu Yaglar

Tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen ugucu yaglar sabun, parfiim ve
kozmetik endiistrisinde kullanilan 6nemli hammaddelerdir (Ayanoglu vd 2000).
Tiirkiye’de kimyon, anason, kekik, ¢emen, hashas, rezene, nane ve kisnisin tarimi
yapilmakta, defne, mahlep, thlamur ¢icegi, adagayi, biberiye, meyan kokii ve ardig
kabuklar1 dogadan toplanmaktadir (Yiicer ve Altintas 2012). Tiirkiye’nin de i¢inde yer
aldig1 Akdeniz Bdolgesi ise ugucu yag tasiyan bitkiler bakimindan en zengin bolgelerden
birini olusturmaktadir (Ceylan 1996). En fazla Lamiaceae familyas1 olmak iizere,
toplam 60 farkli bitki familyasindan 2000’in {izerinde bitki ugucu yag icermekte,
yaklagik 100 adet bitki tiiriinden ekonomik anlamda ugucu yag elde edilmektedir (Van
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de Braak ve Leijten 1999). Bitkilerin, yaprak, meyve, kabuk, kok, ¢im, sakiz, tohum,
cicek ve siirgiinlerinden elde edilmektedirler (Sood vd 2006, Cava vd 2007).

Ucucu yaglar ikincil metabolitlerdir. Bitkinin protoplazma, hiicre ¢eperinin 6zel
bir tabakasinda, salgi tiiylerinde, salgi kanallarinda, salgi hiicrelerinde ve salgi
ceplerinde sentezlenirler. Savunma (bdceklere) baslica sentez nedenidir. Atiklarin
uzaklagtirilmasi, su kaybmin onlenmesi, tozlasmanin saglanmasi ise diger ugucu yag
sentez nedenleridir. Ugucu yaglar kristallesebilirler, ¢ok sayida kimyasal bilesenden
(diizenli monoterpen, diizensiz monoterpen ve iridoidler) olusurlar, bitkiye has koku ve
lezzeti verirler. Ugucu yaglar uzun siire bekletildiklerinde oksitlenir, reginelesir ve
renkleri koyulasabilir. Bunlarin kimyasal yapilar1 havadan, 1siktan ve 1sidan olumsuz
yonde etkilenir ve Ozelliklerini yitirebilirler. Bu tiir bilesiklerin renkli cam veya
aliminyum kaplarda, agzma kadar dolu ve sikica kapali sekilde, serin yerde
saklanmalar1 gerekir (Baser 2009). Ucucu yaglar suda az, etanol, benzen, eter, petrol
eteri gibi organik ¢dziiclilerde ve sabit yaglarda ¢ok c¢oziiniirler (Bakkali vd 2008).

Ugucu yaglarin antimikrobiyal etkilerinin oldugu bilinmekle beraber, etki
mekanizmalarma dair ¢ok fazla aciklayici bulgu yoktur. Ancak antimikrobiyal etkiye en
fazla katkiy1 igerikleri ve 6zellikle de ana bilesenlerin verdigi bilinmektedir. Ugucu yag1
olusturan kimyasal bilesenler bitkilere antiseptik, antibakteriyel, antioksidan vb. gibi
bir¢cok 6zellik kazandirir (Baser 2008). Bunlarin antimikrobiyel etki gdsterebilmelersi,
aromatik halkali C10 ve C15 terpenlerin varligi ve fenolik hidroksilik grubun bazi
enzimlerin aktif merkezleriyle hidrojen bagi olusturabilmesine baghdir. Terpenler,
alkoller, aldehitler ve esterler gibi diger aktif bilesenler de aktimikrobiyal etkiye katk1
yapmaktadir (Dorman ve Deans 2000).

Origanum ve Thymus kekik tiirleri antimikrobiyal 6zellikleri nedeni ile bir¢ok
alanda kullamilir (Kordali vd 2008). Origanum onites (Izmir Kekigi) antibakteriyel
etkilidir ve ucucu yaginda agirlikli olarak timol, karvakrol ve sedrol icerir (Baydar
2002). O. vulgare kara kekik veya keklik otu gibi adlarla bilinir. Akdeniz bdlgesinde
yaygindir. Origanum vulgare’nin 4 alt tiirii (subsp. gracile, subsp. hirtum, subsp. viride
ve subsp. vulgare) Tiirkiye’de yetismekte olup, ugucu yaginda (%4) karvakrol ve timol,
limonen, terpinen, osimen, caryofilen, B-bisabolen ve p-simen, linalol, 4-terpinol igerir
(Baser 2001).

Nane (M. piperita) ucucu yaginda terpenler, serbest ve ester halinde mentol
(%40-60), menton (%8-10) ve mentofuren bulunur. M. spicata (kedi nanesi) ugucu
yagimmda en fazla karvon (%40-70), limonen, dihidrokarvon, 1,8-sineol, mentol ve
menton vardir. Feslegen (Ocimum basilicum) ugucu yagi estragol, linalol ve pinen igerir
(Anonim 2013a). Rosmarinus officinalis (biberiye) ugucu yag1 1,8-sineol, kamfor ve
borneol igerir. Adacay1 (Salvia officinalis) ugucu yagi ise humulen, pinen, borneol,
kamfen, kamfor, sineol, isotuyon, limonen, manool, salven, sesquiterpenler ve tuyon
icerir (Kutlular 2007).

Lavanta tiirlerinden karabas lavantasi (Lavandula stoechas) ugucu yaginda [-
pinen, linalol, kamfor, a-terpineol, fenkon ve 1,8- sineol’igerir. Ingiliz lavantasmin
(Lavandula angustifolia) ana bilesenleri ise %12.7-32.9 oraninda linalil asetat ve
%38.5-56.1 oranindaki linalol’dur (Baser 1993). Rezene bitkisinin (Foeniculum
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vulgare) genellikle tohumlarindan elde edilen ugucu yag trans-anethol, fenkon,
feonikulin ve metil karvakrol igerir (Kan vd 2006).

Cinnamomum zeylanicum (Seylan tar¢ini)) ugucu yaginda agirhikli trans-
sinnamaldehit ve djenol icerir (Guerra vd 2012). Ardi¢ (Juniperus communis) tohumu
ucucu yagmda saninol ve sabinen icerir (Yatagan 2011). Tohum ve yapraklarindan
ucucu yag elde edilen defne (Laurus nobilis) ugucu yaginda %35-50 oraninda sineol
bulunur. Mersin (Myrtus communis) ugucu yagi agirlikli olarak terpen igerir (Anonim
2013a). Rosa damascena (Isparta giili veya pempe yag giilii) ucucu yagi en fazla
geraniol ve sitronellol igerir (Kazaz vd 2009). Alman papatyasinin (Matricaria recutita,
syn. Matricaria chamomilla) ugucu yagi antimikrobiyal etkilidir (Arslan ve Bayram
2012). Pinus spp. cam tiirleri de igerdikleri tanen ve ucucu yaglar nedeni ile
antibakteriyel etkilidir (Anonim 2013b).

Ucucu yaglarin ¢ok farkli yap1 ve sayida bilesen igermeleri ve uygulandiklari
hedef hiicre (bitki veya bakteri) igerisinde bir¢ok hedef bulundugundan 6zel bir etki
mekanizmanin tanimlanmasi zordur (Carson vd 2002). Antibakteriyel etkiye yonelik
mekanizma tanimlanmamis olmakla (Lambert vd 2001, Diao vd 2014) beraber, major
ve mindr bilesenlerin etkisi biiyiiktiir (Bajpai vd 2011). Ornegin karvakrol kekik ugucu
yaginin biyolojik aktivitesinden sorumlu ana bilesiktir (Baser 2008). Origanum ve
Thymus tiirlerinin ugucu yaglarmmim ana bilesikleri aromatik monoterpenler, karvakrol,
timol ve p-simen’dir ve bunlarin antibakteriyel etkileri bu bilesikler ile ilgilidir
(Daferera vd 2003). Karvakrol ve timole gore linalol daha diisiik, sitronellal ve linalol,
1,8-sineol’e gore daha yiiksek bir antibakteriyel etkilidir (Hussain 2009). Terpenoid ve
fenilpropanoid tiirevleri antibakteriyel aktiviteye sahiptir. Bu tiirevlerin (aldehit, keton,
eter ve ester) az veya Onemsiz miktarlar1 bile yiiksek derecede antibakteriyel etki
gosterebilmektedirler (Cantore vd 2009). Aromatik bilesikler, aromatik olmayanlara
gore daha yliksek biyolojik aktivitelidir (Vang vd 2005). Fenolik bilesikler daha yiiksek
antimikrobiyal etkilidirler (Sivropoulou vd 1995) ve bunlar1 aldehit, keton ve alkoller
izler (Tepe vd 2007). Ozellikle oksijene monoterpenlerin antibakteriyel etkileri daha
yiiksektir (Kotan vd 2007).

Ucucu yaglarin antimikrobiyal etkilerine dair ilk akla gelen mekanizma yap1 ve
fonksiyon degisikligi ile sitoplazma zarinda zararlanma ve sitoplazma zarinin segici
gecirgenliginin kaybi1 nedeni ile hiicre Olimiidir (Evren ve Tekgiiler 2011).
Antimikrobiyal etki ucucu yagi olusturan bilesenlerin miktar1 ve her bir bilesenin
giicline ve etkisine gore ortaya c¢ikar. Alkoller vejetatif hiicrelere karsi bakterisidal
etkilidirler. Sahip olduklar1 elektronegatiflik nedeni aldehitler protein ve niikleik asit
gibi yasamsal azotlu bilesiklerle reaksiyona girerek mikroorganizma gelisimini inhibe
ederler (Sankarikutty ve Narayanan 1993). Ugucu yaglar sahip olduklar1 hidrofobiklik
ozelligi sayesinde bakteri hiicre membranindaki lipidlere ve mitokondrialara tutunarak,
yapilarini1 ve hiicrenin yar1 segici gegirgen yapisini bozarlar (Bajpai vd 2011). Hiicre
duvar1 ve membranina penetre olabilen terpenler ise bakterinin yag dokusunu ve protein
yapisin1 bozarak hiicre 6liimiine neden olurlar (Bajpai vd 2011). Kontrolde 0.42 olan
elektron gecirgenligini, 200 mg /1 karvakrol ve timol uygulandiginda sirastyla 0.08 ve
0.07’ye diistiigli, gram (-) bakteride antibakteriyel etkinin membran gegirgenligi ve iyon
dengesinin bozulmas1 seklinde oldugu bildirilmistir (Xu vd 2008). Ugucu yaglarin suda
coziinmeyen (hidrofobik) ve yagda ¢oziinebilen (lipofilik) yapilar1 antimikrobiyel etkiyi
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artirmaktadir. Bunlarin fiziko kimyasal yapilarmin yaninda, hedef bakterinin
membranmn  lipit kompozisyonu ve elektriksel yiikii  antibakteriyel ~etkiyi
degistirebilmektedir (Ozdikmenli ve Zorba 2014).

Gram (-) bakterilerde bulunan lipopolisakkarit dig hiicre zar1 ugucu yaglar gibi
hidrofobik bilesiklerin difuzyonunu smirladigindan gram (-) bakteriler, gram (+)
bakterilere gore ugucu yaglara daha dayaniklidir (Evren ve Tekgiiler 2011).

Ucucu yaglarin antimikrobiyal etkileri elde edilme ydntemleri, donem,
yetistirilme kosullari, igerikleri, test yOontemi, uygulanan patojene gore farklilik
gosterebilmektedir (Sivropoulou vd 1995, Sahin vd 2004). Ugucu yaglarin ¢oziiciiler,
deterjanlar, antibiotikler veya diger ilaclar ile antimikrobiyal etkinlikleri
degisebilmektedir (Toroglu vd 2006).

Ugucu yaglar genellikle hedef organizmanin disinda, non-fitotoksik bilesikler
olarak diisiiniiliir (Christian and Goggi 2008, Groot vd 2006). Ornegin, kekik ugucu
yag1 nispeten diisiik toksiteli, fakat fitopatojenlere karsi oldukca yiiksek derecede
aktiftir. Bircok Avrupa iilkesi kekik ugucu yaginin diisiik eko-toksik riskleri oldugunu
disiindiigiinden bitki koruma amag¢h kullaninmina izin vermektedir. Ayni zamanda
Organik EU diizenlemesi (2092/91) listesinde yer alan organik tarimda kullanilabilecek
bir bitki koruma {irtiniidiir (Anonymous 1991). Bitki bakteri hastaliklarina karsin énemli
bir miicadele arac1 olarak goriilmektedir. Hedef dis1 organizmalara ve ¢evreye etkisi ¢cok
az olan ucucu yaglarin biyopestisit olarak kullanimi tarimsal pazarin dikkatini
cekmektedir (Karakog 2006).

Son yillarda saglikli yasam ve daha az kimyasal kullanimina dogru giden
egilimin bag aktorii olan ugucu yaglarin biopestisit olma Ozellikleri {izerinde
arastirmalar yogunlanmustir. Ozellikle in vitro kosullarda bircok ugucu yagin
fitopatojenlere karsi (Burt 2004, Raudales ve Gardener 2008) etkinligi arastirilmistir.

Ugucu yaglarin Cmm iizerine etkisine dair bir¢ok bulgu vardir. Bir kekik tiirii
olan 7. spicata var. spicata'nin Cmm’ye karst minimum bakterisit dozu kontak etkide
405 mg/ml, fumigant etkide ise 91 mg/ml tespit edilmistir (Basim vd 2000). Kekik
ucucu yaglarmin (O. vulgare, T. capitatus, O. dictamnus, O. majorana) diisiik
dozlarmin bile Cmm gelisimini inhibe ettigi bildirilmistir (Daferera vd 2003). O.
vulgare, O. dictamnus. O. majorana, O. Coridothymus, L. angustifolia, R. officinalis, S.
fruticosa ve M. pulegium ugucu yaglarmm Cmm’ye kars1 biyolojik aktivitesinin ¢ok
hassas oldugu tespit edilmistir (Dimitra vd 2003).

O. vulgare subsp. vulgare ugucu yagmin metanol ekstraktiin Cmm’ye karsi
antibakteriyel etki gdstermemesine karsm, ucucu yaginin yliksek etki gosterdigi tespit
edilmigtir (Sahin vd 2004). Toplam 30 farkli ugucu yag icerisinden Cmm’ye kars1
Origanum ucucu yagmin en yiksek etkiyi gosterdigi belirlenmistir (Groot vd 2004).
Kizil ve Uyar (2006) tarafindan Tiirkiye’den toplanan Tyhmbra, Origanum, Satureja,
Thymus ve Coridathymus tiirlerinin ugucu yaglarmm Cmm’ye karsi ¢ok giiclii bir
antibakteriyel etki gosterdikleri tespit edilmistir. O. onites’in %40.7, S. hortensis %?20.6,
T. spicata %81’ m oraninda karvakrol, Thymus ise %41.6 ile timol icerdigi bildirilmistir.
Tiirkiye’de yapilan bir bagka arastirma bulgusunda Cmm’ye karsi en etkili ugucu yagin
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sirasi ile kekik (O. syriacum var. bevanni) ve lavanta (L. stoechas var. stoechas), en
diisiik antibakteriyel 6zellige sahip ugucu yagimn ise rezene (F. vulgare) oldugu tespit
edilmistir (Eris 2006). Altundag (2007) tarafindan Labiatae familyasindan bir kekik
tiirii olan O. minutiflorum un in vitro ¢alismalarda Cmm’ye karsi en etkili ugucu yag
oldugu rapor edilmistir. Dogadan toplanan O. vulgare’nin kiiltiir ve ticari formlarma
gore Cmm’ye karsi daha yiiksek antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilmistir (Borboa-
Flores vd 2010).

Toplamda 17 adet ticari ugucu yagin antifungal ve antibakteriyel etkisi
arastirilmistir. Targin, kekik, feslegen ve rezene ugucu yaglarnin fungisidal ve
bakterisidal etki gosterdigi ve 6zellikle Cmm gelisimini inhibe ettikleri rapor edilmistir
(Tanovic vd 2007).

Ugucu yaglarin tohum ¢imlenmesi ve fide gelisimi iizerine etki mekanizmasmin
solunumu, mitoz boliinmeyi, fitohormon hareketini, aktioksidan savunma sistemi ve
membran Ozelliklerine miidahale seklinde oldugu bilinmektedir. Lipoksijenaz
konsantrasyonu yiiksek olan tohumlarin a-pinen’in oksidatif stresine daha duyarh
oldugu ve metabolik enerji ATP ve/veya membran gegirgenliginin monoterpenler
tarafindan degistirildigi rapor edilmistir. ATP {iretimi baslica mitokondrial
metabolizmaya bagli oldugundan, ozellikle tohum c¢imlenmesi ve ilk fide gelisimi
sirasinda bazi monoterpenlerin fitotoksik etkisinin ilk mekanizmasmin mitokondrial
fonksiyonlar {izerine olabilecegi bildirilmistir (Iwamoto vd 2012).

Tohumdaki hedef patojeni yok etmek amaci ile bazi ugucu yag tohum
uygulamalarindan etkili sonuglar alinmistir (Nguefack vd 2005, Mirik ve Aysan 2005).
Fakat belli bir dozun ve uygulama siiresinin iistiine ¢ikildiginda tohum uygulamalarinda
tohum ¢imlenme oraninin diistiigli goriilmiistiir (Groot vd 2004).

Tohum tiiriine, hedef patojene, ugucu yag icerigine ve uygulama yontemine de
bagl olarak ugucu yag ile tohum uygulamasmin tohum ve fide kalite parametreleri
iizerine etkileri farklilik gostermistir. Ucucu yaglarin tohum ve fide parametrelerine
olumsuz etkileri tespit edilmistir (Rosado vd 2009). Baz1 bulgularda tohum canligma
etkilerinin 6nemsiz oldugu (Bankole ve Joda 2004, Waliwitiya 2005, Christian ve
Goggi 2008), bazilarinda ise hi¢ olumsuz etki goriilmedigi (Daouk vd 1995, Zhi-Hui vd
2011, El-Mougy vd 2012) rapor edilmistir. Ugucu yag uygulamasmin tohumun
cimlenmesini tesvik ettigi de goriilmiistiir (Leth 2002, Kritzinger vd 2002, Nguefack vd
2005, Uckun vd 2006, Rahman ve Talukder 2006, Mancini vd 2009, Mbega vd 2012).
Tohum ve fide kalite parametreleri {izerine sinerjitik veya antagonistik etkinin dozlara
(Fikreyesus vd 2011), yonteme (EI-Mougy vd 2012), uygulanan tohum tiiriine (Zhi-Hui
vd 2011) bagh olarak degistigi bildirilmistir. Ugucu yaglarin tohumlara buhar halinde
uygulanmasi, direkt uygulamaya goére tohum ¢imlenmesi tlizerine daha fazla negatif etki
gostermistir (Rossi vd 2012).

2.4. Tohum Kaplama
Tohumlarin kaplanmas: hasat edilen tohumlarin satisa sunulmadan ve depo

oncesi yapilmasi gereken en son ama en énemli basamagidir. Tohum kaplama tohumun
etiketidir. Tohumun pazar degerinin gostergesidir. Uretimde kullanilan tohumlarin
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kaplanmasi, hasattan tekrar iiretimde kulanildiklar1 doneme kadar tohumun kalitesinin
giivencesidir. Kaplanmis tohum, ekim kolayligi, uniform ekim ve ¢ikis, tiniform hasat,
diisiik is giicii, diisik ekim ve isleme maliyeti demektir. Bu teknikle ¢imlenmeyi tesvik
edici maddeler tohuma yiiklenebilir. Siiphesiz bu teknigin en faydali ve yaygin
kullanim1 6zellikle tohumla tasmnan hastalik ve zararlilarla miicadelede sagladigi
istiinliiktiir. Tohum kaplama ile her tiirlii pestisit (fungusit, insektisit, bakterisid,
akarisit, biyolojik miicadele ajanlari, biyolojik preparatlar vb) tohuma yiiklenir.
Tohumlarm, hasat-depolama ve hasat-liretim arasinda ve bizzat {iretim asamasinda
tohum kalitesi korunur (Scott 1989, Taylor vd 1998).

Tohum kaplama yaygin olarak pelletleme, film kaplama, pellet+film kaplama
seklinde yapilir. Kiiglik, hafif (siis bitkileri, tiitiin tohumlar1 vb), sekilsiz (seker pancari,
sogan vb), kiigiik, ince uzun tohumlarin (marul) makineli ekime uygun hale getirilmesi
icin kil, bentonit vb kat1 partikiiller tohumun etrafina sardirilarak tohum pelletlenir.
Polimer vb plastikligi saglayict maddeler ile tohum mikron biiyiikliigiinde ince bir film
tabakasi ile kaplanir. Diger sekilde pellet materyalinin tozlasip dagilmasinin énlenmesi
amaci pelletlenen tohuma son tabaka olarak film kaplanir (Kavak 2006).

Film kaplanan tohumlarin orjinal biyiiklik ve sekillerinde bir degisiklik
olmazken, pelletlenen tohumlarin orijinal sekilleri, biiyiikliikleri ve tohum agirliklar
degisir. Kaplanan tohumlarda {iniform, ¢imlenme ve fide ¢ikist olur, tohumla tasiman
fungal etmenler ve zararllara kars1 tohum ve gelisen fide korunur (Taylor ve Eckenrode
1993, Krishnasamy 2003). Tohumlarin tarla ¢ikigi garanti edilir. Pelletlenmeyen
domates tohumlarinda arazi ¢ikis1 %80 iken, pelletleme ile tohuma 300 mg/kg ZnSO4
yiiklenen tohumlarda %92 ve 4 g/kg Trichoderma viridae yiiklenen tohumlarda ise %88
tespit edilmistir (Shashibhaskar 2008).

Film kaplamada kullanilan polimerler giinlimiizde renklendiriciler ile karigim
halindedir. Renklendiriciler, tohumlar1 ayirt etmenin yani sira, kaplama isleminin
homojen yapilip yapilmadiginin kontroliinii de saglamaktadir (Anonim 2013c).

Kapli tohumlarda, tohumun su-gaz aligverisinin engellenmemesi gerekir.
Kullanilan polimerin hidrofobikligi (su tutmayan) ve hidrofilikligi (su tutucu) kaplama
amacina yonelik olarak iyi dengelenmelidir. Diisiik su stresinde suyu ortamdan ¢eken
(hidrofilik), yiiksek su stresinde ise su alimmi 6nleyen (hidrofobik) kullanilabilir. Bu
genelleme her durum igin gegerli degildir. Ornegin tohumun hem depoda fazla su
cekmemesi, hem de ekim sonrasi ¢imlenme ve ¢ikisa olanak vermesi isteniyor ise
kullanilan polimerin belli bir hidrofobik/hidrofilik dengesi olmasi1 gerekir (Kavak 2006,
Shashibhaskar 2008).

Sivi ekim, sicaklik kontrolii saglayan polimerlerin kullanimi, biyokontrol
ajanlarinin yiiklenmesi, herbisit yiiklenmesi, genetik olarak degistirilmis Rhizobium
bakterilerinin yliklenmesi, tohum etiketlenmesi, tohumlarin giibre zararmdan korunmasi
ve yavas salmimli kimyasallarin yiiklenmesi tohum kaplamanin baslica kullanim
alanlaridir (Walsh vd 1998).

Tohum ilaglamasina gore kaplamanin en Onemli avantaji pestisitin tohum
yiizeyine ve her tohuma homojen bir sekilde yliklenmesidir. Diger avantaji ise birden
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cok maddenin (pestisit, mikro besin elementi, biyolojik miicadele ajani, ¢imlenmeyi
tesvik ediciler vb.) ayni anda tohuma yiikelenebilmesidir. O nedenle etkili sonug
alinabilmesi i¢in tohumlarin homojen kaplanmasi gerekir (Pamuk vd 2002, Kavak
2006). Bir aragtirma bulgusunda, hidrofobik polimer (keten yagi, polietilen, daran
8600C Vinamul 3240) ile kaplanan ve 25 °C’de 10 hafta %85 nispi nemde depolanan
sogan tohumlarinda ¢imlenme orani onemli 6lgiide diismiistiir. Polimerlerin tohum ile
¢imlenme ortami arasinda kokciik cikismna engel olan bir bariyer olusturduklari
gorilmistir (Kavak ve Eser 2009).

Tohum kaplama {iretici, fideci ve yetistirici agisindan avantajlar saglayan bir
tekniktir. Kimyasal tohum kaplamanin ¢ikis zamanini etkilemeksizin, tarla ¢ikis oranini
kontrole gore artirdigi bildirilmistir (Manjunatha 2008). Film kaplama domates
tohumunun ¢imlenme orani, verimle ilgili 6zellikleri (meyve tutumu, meyvede tohum
orani, ilk c¢iceklenme zamani, bitki basmna tohum verimi, parsel verimi) ve
depolanabilirligini kontrole gore artrmistir (Shashibhaskar 2008). Tohum kaplama ile
farkl1 bitki tiirlerinde olumlu sonuclar alinmistir (Assis ve Leoni 2009, Guan 2013).

Biber tohumlari, mikro besin elementi (200 g ve 400 g aminoasit), bitki biiylime
diizenleyici (5 ve 10 ml aminoasit), 10 ml aminoasit + zn, 5 ml aminoasit + zn, 10 ml
aminoasit ve trichoderma viride ile film kaplanmistir. Kontroliin ¢imlenme oram
9%94.74 iken uygulamalarin sirasiyla %81.85, 79.49, 98.22, 99.50, 98.85, 98.94 ve
96.29 olmustur. Uygulamalar siirgiin kuru madde, kok kuru madde ve fide boyunda
onemli bir farklilik olusturmamistir (Diniz vd 2009).

Nano teknoloji ile elde edilen makro ve mikro besin elementlerini igeren
Protinus isimli iiriiniin kaplama ile tohuma yiiklenmesi durumunda misir, soya fasulyesi
ve sebzelerde erkenci, liniform fide ve kok gelisimi tespit edilmistir (Anonim 2013d).

Incotec firmasi1 ve Seed Guard’m ortak gelistirdikleri tohum isleme ve kaplama
teknolojisinin ¢evre dostu oldugu ve hastaliklar ile miicadelede kullanilabilecegi
belirtilmistir (Anonim 2013e).

Kaplama materyaline bagli olarak tohum kalitesini olumsuz etkileyen bulgularda
mevcuttur. Thiram + fenpropimorph ve iprodione ile kaplanan ay¢icegi tohumlarinda
cimlenme orani diismiistiir. (Mcquilken vd 1997). Spectrum 511 ve Discoclear
polimerleri kanola tohumunda kontrole yakin c¢imlenme orami verirken, Gelgard
polimerinin biitiin dozlar1 ise kontroliin ¢ok altinda ¢imlenme vermistir. Polimer +
pestisit film kaplamasmin kanolada tohum ¢imlenmesini artirdigi, polimer ile tohum
film kaplamanin etkinliginin, ¢eside ve ¢evre kosullarina (toprak tipi, su stresi, sicaklik
vb) bagli oldugu tespit edilmistir (Kaur ve Bishnoi 2011).

Marul fidelerinde goriilen ¢okerten etmenine (R. solani) karsi, Alginate kaplama
ile biyo kontrol ajan1 (P. aeruginosa LY-11) marul tohumlarmna yliklenmis, sonugta
cokertenin ve sistemik infeksiyonun kontrol altma almabildigi goriilmistiir (Kvang vd
2008).

Domates tohumlar1 polivinil alkol ve karboksi metil seliiloz ile (toplam tohum
agirhgmin %1, %3 ve %5 oranlarinda), KNO3 ve Thriam ile kaplanmis ve bunlarin
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tohum ¢imlenmesi ve toprak patojenlerine karsi etkisi arastirilmistir. En iyi sonucu %1
oraninda karboksi metil seliiloz'un verdigi, KNO3lin etkili olmadigi, Thriamin ise
toprak patojenlerine kars1 etkili oldugu tespit edilmistir (Cavuslar ve Eser 2002).

Soya fasulyesinde depolama sirasinda zararlilara karsin azadirachtin insektisi
farkli kaplama materyalleri ile (akasya reginesi, kitre reginesi, ¢am sakizi reginesi,
hidroksietil seliiloz, polietil methacrylate (methacrylic asidin kimyasal tuzu veya esteri),
metil seliiloz, polietilen glikol, polivinil klorid, polivinil asetad, polivinil pyrolidon ve
Agrimer VA 6 ve bentonit) tohuma yiiklenmistir. Azadirachtin tohum giicii ve tohum
cimlenmesi ile pozitif korrelasyon, tohum nem igerigi ile negatif korelasyon
gostermistir (Nisar vd 2009).

A. nilotica yaprak tozunun 10:3:22. oraninda tohum (g): akasya tozu (ml):su (ml)
formiilasyonu ile domates tohumlari pelletlenmistir. Kontroliin (kaplanmayan) ortalama
¢imlenme zamani 6.10 giin iken, kaplanan tohumlarda ortalama ¢imlenme zamani 5.47-
6.17 arasinda degismis ve kaplanan tohumlar ortalama ¢imlenme zamaninda énemli bir
farklilik olusturmamistir. Kontroliin ¢imlenme oran1 %65 iken, akasya tozu ile kaplanan
domates tohumlarda daha yiliksek oranda ¢imlenme oram1i %70 rapor edilmistir
(Govinden-Soulange ve Levantard 2008).

Karanfil, feslegen, nane ugucu yaglar1 ve bunlarin farkli oranlarda (1:4, 2:3, 3:2
ve 4:1) karigimlarmin (karanfil+feslegen, karanfil+nane ve feslegentnane) tohum
kaplamasmin misir tohumlarindaki tohum kaynakli funguslara (A. flavus, A.niger ve
Rhizopus sp.) kars1 etkisi arastirilmistir. Ugucu yaglarin tek basina kaplanmasina gore
ikili karigimlarminin funguslarin misel gelisimini onlemede daha etkili oldugu, en
uygun karigimin 2:3 oraninda karanfilt+feslegen ucucu yag karisimi oldugu ve bu
karisimin funguslarin misel gelisimini %80-90 oraninda engelledigi tespit edilmistir. 2:3
oraninda karanfil+nane ugucu yag kaplamasinin kaplama yapilmayan tohumlara gore
daha iyi bir kok gelisimi oldugu goriilmiistiir. Ugucu yag karigimlarmin misir
tohumlarmin ¢imlenmesini tesvik ettigi ve fungal gelisimi inhibe ettigi tespit edilmistir
(Kantapa vd 2011).

D. caryophyllus, C. carvi, T. vulgaris, M. piperita, G. viscosissimum, ugucu
yaglar1 bakla tohumunda tasman funguslara kars1 antifungal etkili bulunmustur. Ugucu
yag tohum kaplamasi bakla tohumlarinda kontrole (rizolex fungisit kaplama) gore
verimi %15.1-28.8 oraninda artirmis ve hastalik siddetini %40.1-50 oraninda azaltmistir
(Abdel-Kader vd 2011).

Misir tohumlarinda limonotu, biber ugucu yaglar1 ve bunlarin %25 (w/v) PEG
4000 ile tohum kaplamasmin ¢imlenme orani iizerine etkileri arastirilmistir. Biber ugucu
yag1 + %25 (w/v) PEG 4000 karigimi ile kaplanan misir tohumlarinda ¢imlenme orani
artmig, limonotu ugucu yagi ile kaplanan tohumlarda ise ¢imlenme orani diismiis fakat
tohumlarda fungal kontaminasyon tamamen engellenmistir (Sompamitra vd 2011).

Celtik tohumlarinda tohumla tasinan funguslara (Fusarium sp. ve Curvularia sp)
kars1 tohumlar farkli dozlarda non-iyonik poliakrilamid (PAM) ile kaplanmistir. PAM
(%1) ile kaplanan tohumlarda ¢imlenme hiz1 (15.10 giin) artmis, fakat ¢imlenme orani
izerinde herhangi bir etki gdstermemistir. PAM + %0.05 oraninda karanfil ve anason
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ucucu yagi ile kaplanan tohumlarda fungus gelisimi en az Captan fungusiti kadar inhibe
edilmistir. Ugucu yag ile kaplamanin tohum kalitesi, ¢gimlenme hizi ve ¢imlenme orani
iizerine olumsuz bir etkisi tespit edilmemistir. Anason (%0.05) ekstrakti ile tohum
kaplamasinda ¢ok yiiksek cimlenme gorilmiistiir. Karanfil eksraktinda (%0.01) ise
yilksek oranda fide gelisimi goriilmesine karsin ¢imlenme hizinda bir parca diisiis
olmustur (Sriprasert vd 2008).

Kitozan tohum kaplamasinin toksik tohum kaplama maddeleri ile
kargilastirildiginda misir verimini %11.6-14.6 oraninda artirdigi tespit edilmistir.
Kontroliin ¢imlenme oran1 %82.8 iken, kitozan ile film kaplananlarda %98.7 ¢imlenme
goriilmiis, bu teknik muswr tohumlarinda S. reiliana fungus gelisimini dozlara bagl
olarak %73.45-91.37 oraninda engeller iken, misir tohumlarmnin ¢imlenmesini de tesvik
etmigstir. Uygulamalar, kapl ve kaplanmayan tohumlar arasinda siirgiin boyu, kok boyu,
strglin agirhigi, siirglin ve kok yas ve kuru agirliklar1 bakimmdan 6nemli bir farklilik
tespit edilememistir (Zeng vd 2010a ve b). Benzer bir ¢alismada neem ugucu yagi ile
fasulye tohumlarmda kaplamanin kok ur nematodlarina (M. incognita) kars1 etkili
oldugu bildirilmistir (Vani ve Yaqub Bhat 2012).
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3. MATERYAL ve METOT

Bu arastirmada, Cmm ile bulagik domates tohumuna film kaplama ile yiiklenen
bazi ticari ugucu yaglarin tohumdaki Cmm’ye etkileri, temiz tohumun Cmm
bulagsmalarma karst ne Olgiide korundugu, uygulamalarin laboratuvar ve fidelik
kosullarinda Cmm ve tohum kalitesi lizerine etkileri ve bu etkilerin ne kadar siirede
devam ettiginin belirlenmesi amag¢lanmistir. Calisma sirastyla ugucu yaglarin,
antibakteriyel etki ve MIC degerlerini belirlemek, tohum uygulama ve film kaplamada
kullanilabilirliklerini tespit etmek, ugucu yag film kaplamasinin hazir fide iiretim
serasindaki ve depolama sonrasi peformansini tespit etmek amaci ile alt1 farkli deneme
olarak yiirtitilmiistiir.

3.1. Materyal
3.1.1. Tohum

Calismada MayAgro Tohumculuk San. Tic. A.S. (Bursa / TURKIYE)’ye ait Rio
Grande standart domates ¢esidine ait, havi alinmis ve ilagsiz tohumlar kullanilmistir
(Sekil 3.1). Tohumlar analiz yontemleri kisminda belirtildigi gibi standart ¢imlendirme
testine alinmis ve test sonunda tohumlar ¢imlenme oram1 %92 tespit edilmis ve paket
iizerinde belirtilen oran ile esdeger oldugu goriilmiistiir. Tohumlarda analiz yontemleri
bolimiinde belirtildigi gibi yiizey sterilizasyonu yapilmis ve Cmm agisindan temiz
olduklar1 dogrulanmistir. Denemelerde kullanilan tohum 6rnegi ise Cmm izolat1 ile
yapay inokulasyon yapilarak bulastirilmistir. Arastirma boyunca denemelerde kullanilan
tohumlar, kontrol tohumu (islem gormemis stok tohum) ve yiizey sterilizasyonu
yapildiktan sonra ise temiz tohum ve Cmm inokiilasyonu yapilmis tohumlar da bulasik
tohum olarak farkli partiler halinde gruplandirilmistir.

3.1.2. izolat

Arastirmada Prof. Dr. Omiir BAYSAL (Mugla Sitk1 Kogman Universitesi Fen
Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii) ve Prof. Dr. Yesim AYSAN’dan
(Cukurova Universitesi Ziraat Fakultesi Bitki Koruma Béliimii) temin edilen sirasiyla
Cmm 3/1A (Sekil 3.2a) ve diger Cmm izolatlar1 kullanilmistir (Cizelge 3.1). Analiz
yontemleri kisminda belirtildigi gibi, izolatlarin kullanilmadan once degerleri kontrol
edilmis ve denemelerde gerekli goriildiiglinde ek tanilamalar yapilmistir. Yapilan
viriilenslik testi sonunda Cmm 3/1A ve Cmm Batem 2 izolat1 en yiiksek ve esdeger bir
viriilenslik gostermislerdir. Cmm 3/1A’nin birgok ¢alismada yaygin olarak kullanilmasi
nedeni ile denemelerde bunun kullanilmasina karar verilmistir (Bkz. Boliim 3.2.7.2).
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Sekil 3.1. Calismada kullanilan Rio Grande ¢esidi domates tohumunun goriintiisii

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan Cmm izolatlar1

Cmm Coruh Cmm 785 Cmm 294 Cmm 290
Cmm 3/1A Cmm 176 Cmm 295a Cmm tuzla
Cmm 8/1A Cmm tuzla 1 Cmm D2 Cmm Batem 1
Cmm 295 Cmm 171 Cmm D3 Cmm Batem 2
Cmm Tarsus 1 Cmm referans Cmm 15 4al Cmm Batem 3

©meralyllmaz

Sekil 3.2. NA besi yerinde gelisen Cmm 3/1A kolonileri ve domatesin kotiledon
yapraklarinda Cmm’nin olusturdugu epidermis patlamasinin goriintiisii
a) Cmm 3/1 A kolonileri
b) Domatesin kotiledon yapraklarinda Cmm lezyonu
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3.1.3. Ugucu yaglar

Arastirmada Inan Tarim A.S’den temin edilen 17 farkli tiirden toplam 20 adet
ticari ugucu yag kullanilmistir (Cizelge 3.2). Ugucu yaglar amber renkli siselerde,
+4°C’de muhafaza edilmistir. Ugucu yaglarin ¢oziindiiriilmesi ve dozlarinin
hazirlanmasinda Dimethyl sulfoxide (DMSO %10) kullanilmigtir. DMSO ¢ozeltisi
%10’luk hazirlanmistir; Bu amagla 450 ml steril saf su i¢erisine 50 ml DMSO eklenmis
ve %10’luk DMSO elde edilmistir. Her bir ugucu yagdan 25 mg tartilmis, S0 ml DMSO
ile karistirarak yaklasik 500 ppm’lik stok hazirlanmistir. Bu stok solisyondan DMSO
ile seyreltmeler yapilarak diger ugucu yag dozlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan dozlar
amber renkli siselere birakilarak, agizlar1 sikica kapatilmis, ayrica parafilm c¢ekilmis ve
+4°C’de kullanilana kadar muhafaza edilmistir (Altundag 2007).

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan ugucu yaglar ve ana bilesenleri

Tiir Adi Isim Icerik

Cinnamomum zeylanicum L. Seylan Tar¢in1 Trans-Sinnamaldehit, Ojenol

Foeniculum vulgare Mill. Rezene Anetol, Myristikum
Juniperus communis L. Ardig Saninol, Sabinen
Lavandula angustifolia L. Ingiliz Lavantast  Linalil Asetat, Linalol

Lavandula stoechas L. Karabag B-Pinen, Linalol, Kamfor, Terpineol, Fenkon, 1,8- Sineol

Laurus nobilis L. Defne 1,8 Sineol

Myrtus communis L. Mersin Mirtenol, Limonen, Mirtenol asetat, a-pinen, a-terpinol, 1,8
sineol, Linalol

Mentha piperita L. Nane Terpenler, Serbest Ester halinde Mentol, Menton, Mentofuren

Mentha spicata L. Kedi Nanesi Karvon, Limonen, dihidrokarvon, 1,8-Sineol, Mentol, Menton
Matricaria recutita L. Alman Papatyas1  Bisabolon oksit, Bisabolol oksit
Ocimum basilicum L. Feslegen Estragol, Linanol, Pinen
Origanum onites L. [zmir Kekigi Timol, Karvakrol, Sedrol
Origanum vulgare L. Keklikotu, Karvakrol, Timol, Limonen, Terpinen, Osimen, Caryofilen, B-
Karakekik Bisabolen, P-Simen, Linalol, 4-Terpinol
Pinus spp. Cam Karyofillen oksit, Thumbergol, Humulen oksit
Rosmarinus officinalis L. Biberiye o—Pinen, Kamfen, 1,8-Sineol, Myrisen, Kamfor, Borneol
Rosa damascena Mill. Yag Giilii Geraniol, Sitronellol
Salvia officinalis L. Adacay1 Humulen, Pinen, Borneol, Kamfen, Kamfor, 1,8 Sineol,
Isotuyon, Limonen, Manool, Salven, Sesquiterpenler, Tuyon
3.1.4. Polimer

Film kaplamada INCOTEC Group BV, Hollanda firmasina ait (Discoshine L88
Blue) kodlu hidrofilik (su tututucu) Ozellikteki kullanima hazir ticari polimer
kullanilmastir.

3.1.5. Besi yerleri ve buffer cozeltileri

Aragtirmada EPPO’nun Cmm tespitine yonelik referans protokolde yer alan besi
yerleri ve buffer’lar kullanilmistir (EPPO 2013).

Nutrient Agar (NA)

Nutrient Broth :8.00¢g
Agar :15.00 g
Distile su :1.00L
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Yukaridaki karisim kullanilarak NA besi yeri hazirlanmistir. Ugucu yaglarin agar
icerisinde daha kolay difiizze olabilmeleri icin %1 oraninda agar ilave edilmistir.
Hazirlanan NA besi ortamn 121°C’de 20 dakika siire ile otoklavda steril edilmistir.
Sterilizasyon sonrasi su banyosu igerisinde 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra,
homojen dagilim saglanmasi i¢in iyice karistirilmistir. Karigtirma sonrasi besi ortami 90
x 10 mm ebatlarindaki tek kullanimlik steril plastik petriler icine her bir petri kabina
yaklagik 20 ml olacak sekilde dokiilmiis ve besi ortaminin katilasmasi i¢in bir steril
kabin igerisinde oda kosullarinda bir gece bekletilerek kullanima hazir hale getirilmistir.

SCM

SCM besiyeri (Duchefa) :32.20 ¢
Yeast extract :1.90 g
Distile su :1.00L

Yukaridaki karisim hazirlanmig, pH:7.3’e ayarlanmus, steril edilmis, 45°C’ye kadar
sogutulmus, sirasi ile asagidakiler ilave edilmis ve plastik petrilere dokiilmiistiir:

Nalidixic asit : 20.00 mg

Trimetroprim : 80.00 mg

Nicotinic asit : 50.00 mL (0,1 g nicotinic asit/50 ml ¢gesme
suyu)

Nystatin : 100.00 mg

Potassium tellurite : 1.00 ml (%1°lik)

GF-rif (50 mg/L)

KoHPO4 :040 ¢

MgSO4. 7TH,O :0.05¢

NaCl :0.10 g

NH4H,PO4 :0.50 g

FeCls :001g

Glukoz : 1.00g

Gist extract (SIGMA) :3.00¢g

Agar :15.00 g

Distile su :1.00L

Yukaridaki karigim hazirlanmig, pH:7.2’e ayarlanmus, steril edilmis, 45°C’ye kadar
sogutulduktan sonra icerisine 50 mg/L rifampisin ilave edilmistir. Steril plastik petrilere
dokiilmiis ve kullanima hazir hale gelmistir.

Nutrienth broth besi veri (NB)

Nutrienth broth :13.00 g
Distile su :1.00L

Yukaridaki karigim hazirlanmis ve steril edilmistir.
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Steril fosfat buffer (SPB)

Na,HPO, 12 H,O :19.57 g
KH2P04 : 1.65 g
Na;$,03 :0.50 g

Yukaridaki karigim hazirlanmig, pH:7.4 ayarlanmis ve steril edilmistir.

Steril fosfat buffer+Tween 20 (SPBT)

NagHPO4 X 12H20 1 19.57 g
KH2P04 : 1.65 g
Na;$,0; :0.50 g

Yukaridaki karigim hazirlanmis, pH:7.4 ayarlanmis ve steril edilmistir. Tween 20 (%10)
steril edilmis ve 60°C’ye kadar sogutulmustur. Steril fosfat buffer soliisyonunun
icerisine steril Tween 20’den (%10) 2 ml ilave edilmistir.

3.2. Metot

Bu arastrma film kaplama ile tohuma yiiklendikleri durumda, domates
tohumundaki Cmm inokulumunu tamamen yok edecek, hasattan {iretime kadar ve belli
bir siire (15-90 giin) depolama sonrasi temiz tohumu bulagsmalara karsi koruyacak,
fidelik performansi yiliksek film kaplama formiilasyonun, ucucu yag ve dozlarin
belirlenmesi amaci ile 6 ayr1 deneme olarak planlanmistir. Her bir deneme kendi
icerisinde ayr1 degerlendirilmis ve bir sonraki denemeye yon vermistir.

3.2.1. Antibakteriyel etki gosteren ucucu yaglarin belirlenmesi (Deneme 1)

Arastirma 2010-2011 yillar1 arasinda yiirtitiilmiistiir. Ayn1 firmadan 2 farkh
zamanda temin edilen ikiser farkli R. officinalis ve S. officinalis, biri tohum digeri
yapraktan cikarilan iki farkli L. nobilis (yaprak) ucucu yagi olmak iizere toplamda 20
adet ticari ugucu yag kullanilmistir. Toplamda 20 adet ticari ugucu yag icerisinden en
yiiksek antibakteriyel etki gdosterenleri belirlemek amaci ile analiz ydntemleri
boliimiinde belirtildigi gibi, agar kuyu difiizyon yontemine gore inhibisyon zonlar1
(mm) ve bunlar {izerinden antibakteriyel etki (%) degerleri belirlenmistir. Yiiksek
antibakteriyel etki (%) gosteren ucucu yaglarin ise mikro kuyu dillisyon yontemine gore
minumum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIC) belirlenmistir. Yiiksek antibakteriyel
etki (%) veren ve en diisik MIC degerine sahip ugucu yaglarin arastirmanmn diger
basamaklarinda kullanilmasi hedeflenmistir. Biitiin denemeler in vitro kosullarda
yiirtitiilmiistir.

3.2.2. Cmm’ye karsi tohum uygulamalarinda kullamlabilecek ugucu yaglarin
belirlenmesi (Deneme 2)

Burada 2011-2012 yillarinda, bir 6nceki denemede (Deneme 1) Cmm’ye karsi
%65 ve lizerinde antibakteriyel etki gosteren 10 adet ugucu yagm igerisinden Cmm’ye
kars1 tohuma uygulanabilecek en uygun ugucu yaglarin belirlenmesi amaglanmistir.
Once ugucu yaglarin tahmini minimum bakterisidal konsantrasyonlar1 (MBC, Minimal
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Bactericidal Concentration) olan dozu ile (1000 ppm) tohum uygulamasi yapilmistir.
Denemede steril saf su, streptomisin siilfat (7,8 ppm) ve bakir siilfat (250 cc/100 1 su) ile
muamele edilmis tohumlar kontrol uygulamalar1 olarak degerlendirilmis olup, her petri
bir tekerriir olmak tizere 4 tekerriirlii tesadiif parselleri faktoriyel diizende kurulmustur.
Analiz yontemleri boliimiinde belirtildigi gibi, inkiibasyondan 48 ve 72 saat sonra alinan
veriler iizerinden temiz tohum orani (%) belirlenmistir. Temiz tohum sayis1 iizerinden
varyans analizi yapilmustir. Istatistiki olarak 6nemli tespit edilen uygulama ortalamalar1
arasindaki farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore gruplandirilmistir.
Uygulama sonrasi 0 bulasiklik orant ve %100 temiz tohum orani veren ugucu yaglar
belirlenmistir.

3.2.3. Tohum uygulamalarinda kullanmilacak olan ugucu yaglarin ve dozlarin
belirlenmesi (Deneme 3)

Deneme 3 arastirmanin en kapsamli ve yogun denemelerinden biri olup, Deneme
2’nin sonuclar1 dikkate alinarak, tohum uygulamalar1 ve film kaplama caligmalarinda
kullanilabilecek en etkili ugucu yaglarin ve dozlarm belirlenmesi hedeflenmistir. Once
O. onites, O. vulgare, L. stoechas ve R. officinalis ugucu yaglarmimn her birinin farkl
dozlar1 (125, 200, 250, 300, 400, 500, 1000 ve 5000 ppm) ile tohum uygulamasi
yapilmistir. Analiz yontemleri bolimiinde belirtildigi gibi, temiz tohum orani (%),
tohumda bakteri yogunlugu (log CFU/tohum), ¢imlenme orani (%), ¢ikis orani (%)
belirlenmistir. Ucucu yaglarin domates tohum dokusuna fitotoksite olusturup
olusturmadigini saptamak amaciyla TTC testi (%) yapilmistir. Tohum uygulamalarinda
etkili bulunan ve daha sonra kullanilmasi planlanan ugucu yaglarin igerik analizi
yapilmistir. Ucucu yaglarin igerdikleri bilesenlerin tiirii ve miktarlar1 ile Cmm ve
domates tohum kalitesi iizerine etkileri analiz edilmistir.

3.2.4. Ucucu yaglarin domates tohum film kaplanmasinda kullanilabilirliginin
belirlenmesi (Deneme 4)

Deneme 4’de, Deneme 3’de tohum uygulamalarinda amaca uygun tespit edilen
ucucu yaglarin ve dozlarmin, film kaplama seklinde Cmm ile bulasik domates
tohumuna yliklenmesinin tohumdaki Cmm’ye, bazi tohum ve fide parametreleri lizerine
etkileri arastirilmistir. Ugucu yag film kaplamasinin domates tohumundan tohum ve fide
parametrelerini olumsuz etkilemeksizin Cmm’yi ne 6lgiide eradike ettigi, Cmm’ye kars1
tohum etrafinda koruyucu bir zon olusturup olusturmadiklari, polimer film kaplamanin
ucucu yaglarit tohum iizerinde ne kadar tutabildigi, Cmm ve tohum kalitesi {izerine
etkilerin ne kadar siire ile devam ettigi belirlenmistir. L. stoechas, O. onites, O. vulgare,
R. officinalis ugucu yaglarinin 250, 500, 1000 ve 5000 ppm dozlar1 ile dnce tohumlara
tohum uygulamasi yapilmis, sonrasinda ayni dozlar ile tohumlar film kaplanmistir. Film
kaplama sonrasi tohum nem igerikleri %8-10’a diisiiriilen tohumlarda testler yapilmistir.
Bu testlerde analiz yontemleri boliimiinde belirtildigi gibi, sirasiyla kaplanan tohumlarin
etrafinda inhibisyon zonu (mm), temiz tohum orani (%), tohumda bakteri yogunlugu
(log CFU/tohum), fidede bakteri yogunlugu (log CFU/fide), ¢imlenme orani (%),
ortalama ¢imlenme zamani (giin), ¢ikis orani (%) ve ortalama ¢ikis zamani (giin)
hesaplanmaigtir.
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Tohumda bakteri yogunlugu (log CFU/tohum) ve fidede bakteri yogunlugu (log
CFU/fide) degerleri, tohum ve fide ekstraksiyonundan besi yerinde (NA ve SCM)
gelisen siipheli bakteri (Cmm veya degil) kolonileri saflagtirilmistir. Saflastirilan bu
izolatlar Promega DNA izolasyon kiti ve lizozim kullanilarak DNA izolasyonu
yapilmistir. Siipheli kolonilere ait bu DNA’lar Cmm 5 ve 6 primerleri, SYBRGREEN
floresan boya kullanilarak real time PCR’de analiz edilmistir. DNA’larin erime egrileri
(melt curve) degerleri ve esik degerleri (Ct) dikkate alinarak ve kontrollerin degerleri ile
kiyaslanarak Cmm pozitif ve negatif 6rnekler belirlenmistir (Bkz. EK-1).

3.2.5. Ucucu yag film kaplamanmin hazir fide iiretim kosullarinda baz1 tohum ve
fide kalite parametrelerine etkisinin belirlenmesi (Deneme 5)

Ugucu yag film kaplamanim hazir fide iiretim serasinda bazi tohum ve fide kalite
parametrelerine etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir. L. stoechas, O. onites, O. vulgare,
R. officinalis ugucu yaglarini 500, 1000 ve 5000 ppm dozlar1 ile Cmm ag¢isindan temiz
domates tohumlar1 film kaplanmistir. Bu tohumlar hazir fide iiretim kosullarinda
yetistirilerek, analiz yOntemleri boliimiinde belirtildigi gibi, fidelik kosullarinda
kaplanan tohumlarin ¢ikis orani (%), ortalama ¢ikis zamanina (gilin), uygulamalarin
anormal fide olusumuna, fide kalitesine etkileri arastirilmistir. Bu amacla deneme hazir
fide liretim serasinda, 3 tekerriirlii olarak, tesadiif bloklar1 faktoriyel deneme deseninde
kurulmus, her bir uygulamanin her bir tekerriiriinde 50 adet domates tohumu
kullanmilmistir. Bakir siilfat, steril saf su ve iglem gérmemis orjinal temiz domates
tohumlar1 kontrol uygulamalar olarak degerlendirilmistir. Daha sonra 30-45 giinliik ve
3-5 yaprakli donemdeki fideler laboratuvara getirilerek, fide yas ve kuru agirliklar
almarak, degerler kaydedilmistir. Giinliikk olarak ¢ikis yapan tohumlar {izerinden ¢ikis
orani (%) belirlenmistir. Cikis yapan tohum sayilar1 (adet), ortalama ¢ikis zamani (giin),
fide yas agirhigi (g) ve fide kuru agirligi (g) verileri lizerinden varyans analizi yapilmas,
ortalamalar arasi farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testine gére gruplandirilmistir.

3.2.6. Ucucu yag film kaplamanin depolama sonrasi Cmm ve tohum Kkalitesine
etkisinin belirlenmesi (Deneme 6)

Ugucu vyaglar esasen oda kosullarinda 6zellikle acikta birakildiklarinda
buharlaglastiklarindan (ugucu formda olduklarindan) film kaplama ile domates
tohumuna yiiklendiklerinde tohum iizerinde ne kadar siire ile tutulabildikleri merak
konusu olmustur. Bu nedenle, ugucu yag film kaplanan Cmm ile bulasik domates
tohumlarinin ¢ikis orani (%), temiz tohum orani (%) ve tohumda bakteri yogunlugu (log
CFU/tohum) degerlerinde kisa siireli depolamanm (15-90 giin siire ile +4°C’de) bir
degisime neden olup olmadig1 arastirilmistir. Deneme 6 ile ticari ugucu yaglarin polimer
vasitastyla domates tohumlarma yiiklenerek yapilan film kaplamanin hazir fide
iretiminde uygulamaya aktarilip aktarilamayacagi belirlenmeye calisilmigtir.

L. stoechas, O. onites, O. vulgare, R. officinalis ugucu yaglar1 (250, 500, 1000 ve
5000 ppm) ile bulasik domates tohumlar: film kaplanmistir. Film kaplanan domates
tohumlar1 kaplama sonrasi oda kosullarinda kurutulmuslar ve tohum nem igerikleri %8-
10’a ayarlanmistir. Tohumlar seffaf kiiciik siselere birakilarak agizlari kapatilmis ve her
bir uygulamaya 6zgii farkli bir tohum paketi igerisinde +4 °C’de depolanmistir. Farkli
stirelerde (15, 30 ve 90 giin depolama) depolanan domates tohumlarinda analiz
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yontemlerinde belirtildigi gibi temiz tohum orani (%), tohumda bakteri (log
CFU/tohum) ve c¢ikis orani (%) belirlenmistir. Bu degerler iizerinden varyans analizi
yapilmistir. Depolama yapilmayan ve farkli siirelerde depolamanin temiz tohum orani
(%), tohumda bakteri yogunlugu (log CFU/tohum) ve ¢ikig orani (%) iizerine etkilerinin
onemli olup olmadig1 istatitistiki olarak test edilmistir.

3.2.7. Analiz yontemleri
3.2.7.1. Tohum orneklerinin hazirlanmasi

Denemelerde kullanilan tohumlarin Cmm agisindan temiz olmasi gerektiginden
tohumlarin Cmm agisindan temiz olup olmadigi belirlenmistir. Tohumlarin saglik
testleri ISF (2010 ve 2014) ve GSPP (2010) referans protokolleri modifiye edilerek
yapilmistir (Bkz. EK-1). Yapilan tohum saglik testleri sonucunda Rio Grande domates
cesidine ait tohum Orneklerinde Cmm bulagiklig: tespit edilmemis ve tohumlarin Cmm
acisindan temiz oldugu saptanmustir.

Domates tohum paketi icerisinden hassas terazide 500 gramlik tohum Ornegi
tartilmis ve steril cam kavanoz igerisinde +4 °C’de muhafazaya alinmistir (islem
gérmemis stok tohum). Geri kalan domates tohumlarina 500 g’lik partiler halinde yiizey
sterilizasyonu yapilmistir; tohumlar 6nce %70’lik etil alkolde 5-10 dakika hizli bir
sekilde calkalanmistir. Steril saf su ile 1-2 kez yikanan tohumlar %35’lik sodyum
hipoklorit soliisyonu igerisinde 10 dakika calkalanmis, 4-5 kez steril saf su ile yikanmais,
steril filtre kagitlar1 (Whattman no:44) arasinda, oda kosullarinda 24-48 saat siireyle
kurutulmustur (Xu 2010).

Yiizey sterilizasyonu yapilan ve kurutulan (tohum nem igerigi %8-10’a
digiiriilen) 500 g tohum 6rnegi steril cam kavanoz igerisinde muhafaza edilerek (+4
°C’de) denemelerde temiz tohum olarak kullanilmustir.

Yiizey sterilizasyonu yapilan ve kurutulan domates tohumlarma yaklasik 1500
g’lik partiler halinde Cmm yapay inokulasyon ile bulastirilmistir; NA besi yerinde Cmm
3/1A izolat1 gelistirilmis, saf su ile seyreltilerek 630 nm de 0,2 degerine (Elisa okuyucu)
ayarlanarak 10> CFU/ml yogunlugunda 1000 ml’lik bakteri siispansiyonlar
hazirlanmistir. Bakteri siispansiyonu igerisine birakilan tohumlar bir saat siire ile orbital
calkalayicida calkalanmistir. Cmm’nin embriyoya ge¢mesi icin calkalama islemi
sirasinda 10’ar dakika araliklar ile vakum (8 psi basingta) uygulanmistir. Kuruyan
tohumlar steril cam kavanozlara konulmus ve kapaklar1 kapatilan kavanozlarin agzina
bulagmay1 6nlemek amaci ile parafilm ¢ekilmistir. Cmm ile bulasik tohum 6rnekleri de
+4°C’de muhafazaya alinmigtir (Xu 2010).

3.2.7.2. Cmm izolatlarinin tanilanmasi
KOH tegti: Cmm izolatlarina ait saf kiltiirler 284+ 2°C’de 48 saat siire ile
gelistirilmistir. Oze ile aliman saf koloniler, lam iizerinde 1-2 damla KOH (%?3)

soliisyonuna dairesel hareketler ile batirilmistir. Oze ucu yukari kaldirildiginda viskoz,
yapiskanimsi bir siinme olugsmaz ise (gram +) Cmm, olusur ise (gram -) Cmm degil
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olarak tanimlanmistir. Negatif kontrol olarak Xanthomonas vesicatoria izolat1
kullanilmistir (Cetinkaya Yildiz 2007).

Yan secici besiyerinde gelisim: SCM besi yerine Cmm izolatlar1 ¢izilmis, 28+
2°C’de 48-72 saat siire ile gelisime birakilmustir. Koyu gri etrafi agik renk haleli
koloniler pozitif olarak degerlendirilmistir (Fatmi ve Schaad 1988).

Viriilenslik testii Cmm izolatlarmin NA besiyerinde saf taze kiiltiirleri
gelistirilmistir. Besi yeri lizerinden Cmm kolonileri toplanmig ve steril saf su ile
seyreltilmistir. Spektrofotometride 600 nm’de 0.2 degerine ayarlanarak, yaklasik 1.1 10°
CFU/ml yogunlukta bakteri siispansiyonu elde edilmistir. Bu silispansiyon kontrollii
kosullarinda (16 saat 151k, 8 saat karanlik, 28+ 2°C sicaklik, %70-80 nisbi nem) 3-5
yaprakli domates fidelerinin gévdelerine siringa ile inokiile edilmistir. Kalan inokulum
sprey seklinde fidelere plskiirtiilmiis ve tlizerleri delikli posetler ile kapatilmistir. Bir
veya iki giin icerisinde delikli posetler ¢ikarilmistir. Yedi veya on giin sonrasinda
fidelerde goriilen hastalik belirtilerine (Sekil 3.2b) gore degerlendirme yapilarak
izolatlarm viriilensligi belirlenmistir (Baysal vd 2003, Cetinkaya-Y1ldiz 2007).

3.2.7.3. Agar kuyu difiizyon metodu

Antibakteriyel etki denemelerinde, ugucu yaglarin inhibisyon zonlarinin
belirlenmesinde agar kuyu diflizyon metodu kullanilmistir. Denemelerde NA besi yeri
kullanilmis, besi yeri igerisine 10%CFU/ml yogunlukta Cmm siispansiyonundan %1
oraninda ilave edilmistir. Bir giin sonrasinda katilagsmis ve i¢erisinde Cmm bulunan besi
yerlerinin ortas1 5 mm c¢apidaki mantar delici ile delinmis, agilan kuyudaki besi ortami
bosaltilmistir. Kuyucuklarin dip kisimlar1 Onceden steril edilip 45°C’ye kadar
sogutulmus NA besi yerinden yaklasik 20-25 pl damlatilarak kapatilmistir. Agilan
kuyucuklara disariya tagsmayacak sekilde yaklagik 20 pl uygulamalar ile kontroller
damlatilmustir. Petriler 28+ 2°C’de inkiibasyona birakilmustir. Iki ile dért giin sonrasinda
kuyucuklarm etrafinda Cmm gelismeyen alanin (inhibisyon zonu) ¢ap1 (zon ¢ap1) mm
olarak ol¢iilmiis, degerler kaydedilmistir (Altundag 2007).

Deneme 1°de (ekonomik olarak uygulanabilirligi ve Onceki arastirma
bulgularma dayanarak) antibakteriyel etki denemelerinde 20 adet ugucu yagin 500 ve
1000 ppm dozlarmin Cmm’ye karsi olusturduklari inhibisyon zonlar1 bu teknikle
belirlenmistir. Pozitif kontrol 1 (Streptomisin siilfat) pozitif kontrol 2 (bakir siilfat,
nanobakir 250 cc/100 1 su) ve negatif kontrol (steril saf su) kontrol uygulamalar olarak
degerlendirilmistir. Deneme tesadiif paselleri deneme deseni faktoriyel diizende 4
tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir. Her bir petri bir tekerriir kabul edilmistir. Cmm
gelisimine olanak vermeyen inhibisyon zonlar1 mm olarak &lgiilmiistiir. Inhibisyon
zonlar1 (mm) lizerinden yapilan varyans analizine gore ucucu yag ve dozlarm Cmm
iizerine istatistiki olarak onemli bir etkisinin olup olmadig1 aragtirilmistir. Uygulamalar
arasindaki farkliliklar Duncan c¢oklu karslastrma testine gore gruplandirilmistir.
Inhibisyon zonlar1 iizerinden Soylu vd (2005) goére inhibisyon zon artist (%)
hesaplanmistir;

Inhibisyon zon artis1 (%) =100-[(Kontrol zon ¢ap1 / uygulama zon ¢ap1) x 100]
(3.2.1)
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Deneme 4’te L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R. officinalis ugucu yaglarinin
5 farkli dozu (250, 500, 1000, 5000 ppm ve saf doz) ile film kapli tohumlarin etrafinda
Cmm’ye karsi olugan inhibisyon zonlarinin belirlenmesinde bu teknik modifiye edilerek
uygulanmistir. NA besi yeri ortasina kuyucuk ac¢ilmamis, direkt film kapl tohumlar
birakilmis ve tohumlar etrafinda Cmm gelismeyen alan (inhibisyon zonu) yukaridaki
gibi belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak bakir siilfat (nanobakir 250 cc/ 100 1 su) ve
negatif kontrol olarak steril saf su kullanilmistir. Denemeler tesadiif parselleri deneme
deseninde faktoriyel diizende 4 tekrarl olarak kurulmus, inhibisyon zonlar1 iizerinden
varyans analizi yapilmis ve ortalamalar arasi farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma
testine gore gruplandirimistir.

3.2.7.4. Mikro kuyu diliisyon metodu

Deneme 1°’de 10 adet ucucu yagm MIC degerleri (Minunum inhibisyon
konsantrasyonu) bu yontemle belirlenmistir. Cmm’nin steril saf su i¢inde siispansiyonu
hazirlanmis ve yogunlugu elisa okuyucuda 10° CFU/ml (630 nm’de 0,2 degeri) olacak
sekilde ayarlanmistir. MIC denemelerinde elisa mikro kiivetler (Linbro=96 kuyulu) ve
stvi NB besi ortami kullanilmistir. Sogutulmus 100 ml NB besi yeri i¢erisine Cmm
solusyonundan 5 ml (s1v1 besi yerinin %5’°1 kadar Cmm kolonisi) ilave edilmistir. Bu
stispansiyon homojen karisim ve dagilim saglanmasi amaci ile orbital calkalayicida
yaklagik 800 rpm de 30 dakika calkalanmistir. Sonra bu karigimdan yaklasik 100°er pl
alinarak her bir elisa kuyucuguna konulmustur. Elisa mikro kiivetlerlerdeki kuyucuklar
yukaridan asagiya dogru uygulamalar ve soldan saga ise uygulama dozlar1 gelecek
sekilde etiketlenmistir. Her bir uygulamanin en yiiksek dozundan baslayarak en diisiik
doza kadar swras1 100°er pl alinarak kuyucuklara sirasi ile ilave edilmistir. Ardindan
elisa mikro kiivetler okuyucuda 630 nm’de okutulmus, ilk degerler kaydedilmistir.
Sonra stre¢ film ile kapatilan elisa mikro kiivetler orbital calkalayicida yaklasik 800
rpm’de 2-4 saat calkalanmistir. Ardindan inkiibatoriinde 28+ 2 °C’de inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyondan 24-48 saat sonrasnda mikro kiivetler elisa okuyucuda
tekrar okutularak son degerler kaydedilmistir. Cmm kolonisi gelismeyen uygulama dozu
o yag i¢in MIC degeri olarak hesaplanmistir. Denemede her bir ugucu yagin 2, 4, 8, 15,
31, 62.5, 125, 200, 250, 300, 400 ve 500 ppm’lik dozlari, 500 ppm’lik stok
soliisyonlarindan %10’luk DMSO kullanilarak hazirlanmistir. Denemelerde pozitif
kontrol 1 olarak streptomisin siilfat (7.8 ppm, Sigma), pozitif kontrol 2 olarak bakir
stilfat (nanobakir, 250 cc/100 1 su) ve negatif kontrol olarak steril saf su kullanilmistir.
Denemeler her bir elisa plate bir tekerriir ve her bir doz uygulamasi i¢in 3 tekrar olacak
sekilde tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus, deneme 3 ayr1 donemde
tekrar edilmistir (Altundag 2007).

3.2.7.5. Ucucu yag tohum uygulamasi

Her bir ugucu yag uygulamasi i¢in Cmm ile bulagik yaklagik 0.25’er g domates
tohumu kullanilmistir. Ugucu yag dozlarmmdan mikropipet araciligi ile yaklasik 500 pl
alinmis ve icerisinde domates tohum 6rnegi bulunan ependorf tiiplerine aktarilmistir. Bu
tipler 13 000 rpm’de 25 dakika santrifuj edilmistir. Ugucu yaglarin domates
tohumlarina uygulanmasmda kullanilan bu yontem Xu’dan (2010) modifiye edilmistir.
Deneme 2’de 10 adet ugucu yagin (O. vulgare, O. onites, C. zeylanicum, L. stoechas, R.
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officinalis, M. piperita, R. damascena, M. rucutita, M. communis ve L. angustifolia)
1000 ppm dozu domates tohumuna bu sekilde uygulanmistir. Ayni sekilde Deneme 3’°te
4 adet ugucu yagin (O. onites, O. vulgare, L. stoechas ve R. officinalis) farkli dozlar1 ile
(125, 200, 250, 300, 400, 500, 1000 ve 5000 ppm) tohum uygulamasi bu ydntemle
yapilmistir.

3.2.7.6. Film kaplama

Film kaplamada kullanilan polimerin (Discoshine L88 Blue) onerilen su ile
karigim oram1 %60 polimer ve %40 sudur. Ayni polimerle daha Once sogan
tohumlarinda film kaplamada her 1 kg tohum i¢in: 96 g polimer + 64 g su kullanildig1
gorilmiistir (Kavak 2006). Ugucu yaglarin en uygun sekilde film kaplanabilmesi ve
uygun polimer+su+tohum, polimer+ugucu yag+tohum formiilasyonu i¢in 6n denemeler
yapilmistir. Burada farkli karisim oranlarmin (%30-70%70-40, %40-60, %50-50, %60-
40, %70-30 polimer-su veya polimer- ugucu yag) formiilasyonlar1 ile domates tohumlar1
film kaplanmis ve sterio mikroskop altinda homojen bir kaplama yapilip yapilmadigi
test edilmistir. Buna gore (%60-40 polimer-su veya polimer-ugucu yag) orani en ideal
kaplamay1 vermistir. Kaplama sirasinda polimer + su karisiminda %40’lik su yerine
hazirlanan ugucu yag dozlar1 kullanilmistir. Her uygulama i¢in yaklasik 400 g domates
tohumu kaplanmistir (Sekil 3.3a).

Her bir uygulama i¢in toplam kaplanacak tohum miktar1 kaplama haznesi
icerisine birakilmistir. Daha sonra %60 polimer ve %40 ucucu yag olacak sekilde
polimer +ugucu yag karigimlar1 hazirlanmistir. Her 1 kg tohum i¢in: 96 g polimer + 64 g
su baz alinarak, kullanilan tohum miktarma gore gerekli polimer+ugucu yag soliisyonun
miktar1 ayarlanmistir. Cihazin calistirilmasi ile birlikte (yaklasik 800 rpm ve {istii, 2.
programda) steril siringa vasitasit ile polimer + ugucu yag solusyonu tohumlara
uygulanmistir. Homojen bir kaplama islemi ger¢eklesinceye kadar devam edilmistir.
Daha sonra kaplanan her bir uygulamaya ait tohumlar kendi kabi icerisinde 24 - 48 saat
sire ile oda kosullarinda kurumaya birakilmistir. Tohumlarda nem tayini yapilmis
(Tohum nem tayin cihazi, Radwag Sekil 3.3b) ve yaklasik tohumdaki nem orani %8-
10’a ayarlanarak kaplama islemi sonlandirimistr. Bu yontem Kavak (2006)’dan
modifiye edilerek uygulanmistir. Deneme 4 ve Deneme 6’da Cmm ile bulasik domates
tohumlarinin ve Deneme 5’te Cmm agisindan temiz tohumlarin film kaplanmasi bu
yontemle yapilmustir.

f@nneralyllnaagz]3 1L 78V0: 199

Sekil 3.3. Film kaplama makinasi ve tohum nem tayin cihazi
a) Film kaplama makinas1
b) Tohum nem tayin cihaz1 (Radwag)
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3.2.7.7. Standart cimlendirme testi

Domates tohumlar1 40x40 ebatlarinda, nemli steril filtre kagitlar1 arasmna
ekilmistir. Mantari bulagsmay1 engellemek i¢in %0.2°lik thiram %80 WP etken maddeli
ilag sulama suyuyla birlikte verilmis, rulo yapilmis, 25+ 2 °C’de 14 giin siire ile
cimlenmeye birakilmistir. Kok¢iik uzunlugu 2 mm olan tohumlar ¢imlenmis kabul
edilerek sayilmistir. Test sonunda normal, anormal ve ¢imlenmeyen tohumlar, giinliik
sayimlardan ortalama ¢imlenme zamani belirlenmistir (ISTA 1999).

Cimlenme orani (%)= 1. giin ¢imlenen tohum sayis1 + 2. giin ¢imlenen tohum
sayist +14. giin ¢imlenen tohum sayist / Toplam tohum
sayis1 x 100 (3.2.2)

Cimlenme zamani (giin) = ) (Saymimm yapildig1 giin x saymmin yapildigi giin
cimlenen tohum sayisi) / Test sonunda toplam ¢imlenen
tohum sayis1 (3.2.3)

Domates tohumunun baslangi¢ ¢imlenme oraninin belirlenmesinde bu yontemle
her bir tekerriirde 100 tohum olmak iizere toplamda 4 x 400 tohum tizerinden ¢imlenme
orani belirlenmistir.

Deneme 3 ve Deneme 4’te ¢imlendirme testleri kagit arasinda ve plastik kapakli
dondurma kaplarinda yapilmis ve her bir tekerriirde 50 tohum olmak tizere toplamda 4 x
50 tohum iizerinden ¢imlenme orani belirlenmistir.

3.2.7.8. Cikis testi

Deneme 3, Deneme 4 ve Deneme 6’da her bir tekerriirde 25 adet tohum olmak
iizere toplamda 4 x 25 tohum {izerinden ¢ikis orani belirlenmistir. Burada ¢ikis testleri
once inkiibatorde steril fide yetistirme harcinda (1:1:1, toprak: torf: perlit) 216’ lik
strafor ve siyah viyollerde kurulmustur. Inkiibatorde 25+ 2°C’de c¢imlenmeye
birakilmistir. Nem durumlar1 kontrol edilerek, gilinliik olarak c¢ikis kontrolleri ve
saymmlar yapilmistir. Yedinci giinden itibaren viyoller inkiibatérden kontrollii sera
kosullarina alinmis ve deneme sonuna kadar burada tutulmustur. Standart ¢imlendirme
testinde oldugu gibi, giinliik sayilan ¢ikis degerleri kullanilarak test sonunda ¢ikis orani
ve ortalama ¢ikis zamanlar1 belirlenmistir.

Deneme 5°te ise her bir tekerriirde 50 tohum olmak iizere toplamda 3 x 50
tohum tlizerinden c¢ikis orani belirlenmistir. Cikis testleri tamamen hazir fide iiretim
kosullarinda 216’lik viyollerde kurulmustur. Yetistirme ortamu olarak yine 1: 1: 1,
toprak: torf: perlit kullanilmis iizerine kapak olarak pomza tasi ortiilmiistiir. Ugiincii
giinden itibaren ilk sayimlar yapilmus, 21. giinde sayima son verilerek ¢ikis oranlar1 ve
ortalama ¢ikis zamanlar1 belirlenmistir.

3.2.7.9. TTC testi

Ugucu yag uygulamasi gérmiis tohumlarda, TTC testi icin ependorf tiipleri
icerisinde yag tabakasi bosaltilmis, %70’lik alkolle hizlica yikanmig, daha sonrasinda
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steril saf su ile tohumlar 1-2 kez yikanarak TTC testi i¢in hazir hale getirilmistir.
Tohumlar yaklasik 18 saat silire ile nemli kagit arasinda bekletilmistir. Sonrasinda
tohumlarda kokg¢iligiin ters tarafindaki karin bolgesinden enine bir kesim yapilmistir. Her
bir uygulamanin tohumlar1 tekrar ependorf tiiplerine birakilmig, her bir uygulama i¢in
her bir ependorf tiipiiniin icerisine yaklasik 600 pl %1’lik TTC soliisyonundan ilave
edilmistir. Ependorf tiiplerinin etrafi aliminyum folyo ile kapatilarak, 18 saat siire ile
30+ 1°C sicakliktaki inkiibatérde bekletilmisti. TTC soliisyonundan ¢ikarilan
tohumlarda, tek tek embriyolar ¢ikarilmis ve dokularmm boyanma durumlarina gore
degerlendirme yapilmis, ortalamalar alinarak, degerler kaydedilmistir (ISTA 1985). Bu
yontem Deneme 3’te 4 adet ugucu yagin (O. onites, O. vulgare, L. stoechas ve R.
officinalis) 1000 ppm dozunun domates tohumunda fitotoksite olusturup
olusturmadigini belirlemek i¢in kullanilmistir.

3.2.7.10. Temiz tohum orani

Uygulama gormiis tohumlar icerisinde NA besi yeri bulunan petrilere her petriye
25 tohum gelecek sekilde steril kosullarda birakilmistir. Parafilm ile kapatilan petriler
28+ 2°C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan 48-72 saat sonrasinda her bir
uygulamadaki her bir tohum tek tek gdézlenmistir. Etrafinda Cmm koloni gelisimi
goriilen tohumlar tek tek sayilmis, her bir uygulamanin her bir tekerriirii i¢in 100 adet
tohum tlizerinden veriler hesaplanmustir (Sekil 3.4).

Deneme 2’de ugucu yaglarin 1000 ppm’lik tek bir dozunun temiz tohum orani
bu yontemle tesadiif parselleri deneme deseninde, inkiibasyondan 48 ve 72 saat
sonrasinda iki ayr1 donemde alinan gézlemle belirlenmistir. Deneme 3, Deneme 4 ve
Deneme 6°da ise deneme tesadiif parselleri faktoriyel diizende 4 farkli ugugucu yagin 4
farkli dozu ile kurulmus ve temiz tohum oranlar1 bu yontemle belirlenmistir. Temiz
tohum sayilar1 lizerinden varyans analizi yapilmis ve ortalamalar arasi farkliliklar
Duncan c¢oklu karsilastirma testine gore gruplandirilmistir. Bulasik tohum sayisi
iizerinden Abbott formiiliine gére % etki degerleri hesaplanmaistir.

24 11:36
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Sekil 3.4. Steril saf su (negatif kontrol) uygulamasinda tohumlarin etrafinda Cmm
gelisiminin goriintiisi
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3.2.7.11. Log CFU/tohum degerinin hesaplanmasi

Uygulama gdérmiis domates tohumlar1 (4 x100 adet tohum) her tiipe 100 adet
tohum gelecek sekilde ependorf tiiplerine aktarimuistir. Tiipler igerisine dnce 500 pl
%70’lik etil alkol eklenerek, hizlica vortekslenmis ve sivi kisim bosaltilmistir. 1-2 kez
steril saf su ile yikanarak alkol ve yag tabakasi tohumlardan uzaklastirilmstir. Tiiplerin
icerisine 500 pl steril fosfat buffer+tween 20 birakilmis ve 1 gece +4 °C’de
bekletilmistir. Tohum ekstrakt soliisyonundan 500 pl santrifuj tiiplerine birakilmis ve 1
dakika 1000 rpm santrifuj edilmistir. Ust kisim yeni bir santrifuj tiipiine alnmis, 20
dakika 9000 rpm’de +4 °C’de santrifuj edilmistir. Her bir uygulamanin
ekstraksiyonundan 10'1,10'2,10-3,10'4,10'5 ,10'6 seyreltme yapilmistir. 10 diliisyonundan
100 pl alinarak, kati NA besi yerine steril baget yardimi ile yayilmistir. Sonra petriler
28+2 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra her bir petride gelisen Cmm
kolonileri tek tek sayilarak degerler kaydedilmistir. Ug tekerriiriin ortalamasi alinarak,
10 diliisyon serisindeki ortalama Cmm koloni sayis1 belirlenmistir. Asagida belirtilen
formiil yardimi ile seyreltme yapilmayan orijinal tohum ekstraksiyon soliisyonundaki
Cmm koloni sayis1 (CFU/100 tohum) belirlenmistir. Elde edilen degerler 100°e
boliinerek, tohum ekstraksiyon soliisyonundaki tek domates tohumuna diisen ortalama
Cmm koloni sayis1 (CFU/tohum) belirlenmistir (Sekil 3.5a). Bu degerlerin logaritmas1
almarak (log CFU/tohum) veriler analiz edilmistir. Bu yontem Xu’dan (2010) modifiye
edilerek uygulanmistir. Deneme 3, Deneme 4 ve Deneme 5’te bu yontemle log
CFU/tohum degerleri hesaplanmistir. Log CFU/tohum degerleri iizerinden varyans
analizi yapilmis ve ortalamalar arasi fakliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
gruplandirilmistir. Log CFU/tohum degerleri {izerinden Abbott formiiliine gore % etki
degerleri hesaplanmistir.

N=(1/V) x AxD 3.2.4)

N=Orijinal siispansiyondaki Cmm koloni sayisi, V=Petri kutularma ekilen
inokulum miktar1 (), A=Ortalama Cmm koloni sayisi, D=Diliisyonun ters
logaritmasi (6rn. 10°*>10%).

3.2.7.12. Log CFU/fide degerinin hesaplanmasi

Fide c¢ikis testleri i¢cin kurulan denemelerde, fidelerde ilk gercek yapraklar
cikinca, her bir uygulamadan 25’er adet fidenin kotiledon yapraklari steril kosullar
altinda toplanmistir. Daha sonrasinda, bu kotiledonlar eppendorf tiipler igerisinde
yaklasik 400 pl steril fosfat buffer (Tween 20°11) ilave edilerek, Tysue Lyser (Qiagen)
aracilig1 ile parcalanmistir. Ezilen kotiledon doku parcalar1 bulunan soliisyon, steril bez
parcalari ile siiziilmiistiir. Atiklarindan temizlenen tohum ekstraksiyon soliisyonu, steril
fosfat buffer (Tween 20°li) ile 10'1, 10'2, 10'3, 10'4, 10° ve 10° seri dilisyonlar
yapilmustir. Sonrasinda, 10° diliisyonundan yaklasik 100 pl almarak, SCM besi yerine
steril baget yardimi ile yayilmistir. Daha sonra, 28+ 2 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra her bir petride gelisen Cmm kolonileri tek tek sayilarak degerler
kaydedilmistir. Ug tekerriiriin de ortalamasi almarak, 10 diliisyon serisindeki ortalama
Cmm koloni sayis1 belirlenmistir. Boliim 3.2.7.11°da belirtilen 3.2.4 nolu formiil
yardimi ile seyreltme yapilmayan orjinal fide ekstraksiyon soliisyonundaki Cmm koloni
sayist (CFU/25 fide) belirlenmistir. Daha sonra elde edilen degerler 25’ e boliinerek, fide
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ekstraksiyon soliisyonundaki tek domates fidesindeki ortalama Cmm koloni sayisi
(CFU/fide) saptanmustir. Bu degerlerin logaritmasi (log CFU/fide) alinmis ve veriler
analiz edilmistir. Bu yontem Xu’dan (2010)’dan modifiye edilerek uygulanmistir.
Deneme 4’te bu yontemle log CFU/tohum degerleri hesaplanmistir. Log CFU/tohum
degerleri iizerinden varyans analizi yapilmis ve ortalamalar arasi fakliliklar Duncan
coklu karsilastirma testine gore gruplandirilmistir. Log CFU/tohum degerleri iizerinden
Abbott formiiliine gére % etki degerleri hesaplanmustir.

Sekil 3.5. Ugucu yag uygulamasi sonrasi tohum ekstraksiyonu i¢in tohumlarm ve
fidelerin ezilmesi
a) Tohumlarin elle ezilmesi
b) Fidelerin doku pargalayici ile ezilmesi (Qiagen Tissue Lyser)

3.2.7.13. Ucucu yaglarn icerik analizleri

Tohum uygulamasinda etkili oldugu tespit edilen (Deneme 3) ve tohum film
kaplama calismalarinda kullanilmasi planlanan L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R.
officinalis ugucu yaglarimin BATEM Tibbi ve Aromatik Bitkiler Laboratuvarinda Gaz
kromatografi kiitle spektrometresi (GC-MS) ile icerik analizi yapilmistir. Her bir yagin
icerisinde bulunan ana bilesenler % olarak belirlenmistir; Ornekler analiz edilmek iizere
1:50 oraninda aseton ile seyreltilmistir. Orneklerin ugucu yag bilesen analizi Gaz
kromatografi (Agilent 7890A)-kiitle detektdr (Agilent 5975C) cihazi ile kapiler kolon
(HP InnowaxCapillary;60.0 x 0.25 mm x0.25 pm) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Analizde tastyict gaz olarak 0,8 ml/dk akis hizinda helyum kullanilmis, 6rnekler cihaza
1ul olarak 50:1 orani ile enjekte edilmistir. Enjektor sicakligi 250°C’°de tutulmus, kolon
sicaklik programi 60°C (10 dakika), 60°C’den 220°C’ye 4°C/dakika ve 220°C (10
dakika) olacak sekilde ayarlanmigtir. Bu sicaklik programi dogrultusunda toplam analiz
stiresi 60 dakika olmustur. Kiitle detektorii icin tarama araligl (m/z) 35-450 atomik kiitle
iinitesi ve elektron bombardimani iyonizasyonu 70 eV kullanilmistir, ugucu yagin
bilesenlerinin teshisinde ise WILEY ve OIL ADAMS Kkiitiiphanelerinin verileri esas
alimmustir (Zhao vd 2005).
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3.2.7.14. istatiksel Analiz

In vitro denemeler tesadiif parselleri faktoriyel deneme diizeninde 3 ve 4
tekerriirlii kurulmustur. /n vivo denemeler ise tesadiif bloklar1 faktdriyel deneme
deseninde 3 veya 4 tekerriirlii kurulmustur. Tiim veriler [SAS (r) Proprietary Software
Version 7 (TS P1)] kullanilarak varyans analizine tabii tutulmus, ortalamalar {izerinden
Duncan’s Multiple Range Test, P<0.01’¢ gore gruplandirmalar yapilmistir. Ayrica
ucucu yag film kaplama uygulamasinin ugucu yaglar ve dozlara baglh olarak bulasik
domates tohumundaki Cmm ve ¢imlenme orani (%) tizerine etkileri regresyon modelleri
hesaplanmis ve degerler EK-2°de verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Antibakteriyel etki gosteren ucucu yaglar1 belirlemeye yonelik bulgular
(Deneme 1)

Arastirmada ayni firmadan 2 farkli zamanda temin edilen ikiser farkli R.
officinalis ve S. officinalis, biri tohum digeri yapraktan c¢ikarilan iki farkli L. nobilis
ucucu yagi olmak {izere toplamda 20 adet ticari ugucu yag kullanilmistir. Toplamda 20
adet ticari ugucu yag icerisinden en yiiksek antibakteriyel etki gosterenlerin belirlenmesi
amacglanmistir. Ugucu yaglarin agar kuyu difiizyon yontemine gore inhibisyon zonlar1
(mm) ve bunlar iizerinden antibakteriyel etki (%) degerleri belirlenmistir. Yiiksek
antibakteriyel etki (%) gosteren ugucu yaglarm ise mikro kuyu diliisyon yontemine gore
minumum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIC) belirlenmistir. Yiiksek antibakteriyel
etki (%) gosteren ve diisik MIC degerine sahip ugucu yaglar arastrmanm diger
basamaklarinda kullanilmistir.

4.1.1. Ucucu yaglarin inhibisyon zonlar ve antibakteriyel etkileri

Her bir petrinin bir tekerriir kabul edildigi ve 4 tekerriirlii olarak kurulan agar
kuyu difiizyon denemesinde, petri icerisinde kuyucuk etrafinda Cmm’nin gelismedigi
dairenin ¢apt mm olarak Ol¢lilmiis ve tekerriirlerin aritmetik ortalamasi alinarak
inhibisyon zonlar1 (mm) elde edilmistir. Inhibisyon zon (mm) ortalamalar: iizerinden
yapilan varyans analizi ve Duncan ¢oklu karsilastirma testine goOre ortalamalar
gruplandirilmistir. Yag x doz interaksiyonunun, ugucu yaglarin ve dozlarin inhibisyon
zonu lizerine etkileri P<0.01 olasilik diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1°de belirtildigi gibi ugucu yag x doz interaksiyonunda O. vulgare’in
1000 ppm uygulamasi 50 mm inhibisyon zonu ile en yiiksek degeri vermistir.
Inhibisyon zonlar1 (mm) iizerinden hesaplanan antibakteriyel etki (%) yoniinden ise,
%87 ile O. vulgare ve %86 ile O. onites en yiiksek degeri verirken, bunlari sirasiyla C.
zeylanicum, L. stoechas ve R. officinalis’in izledigi ve L. nobilis (tohum) ve J.
Communis’in ise en diislik degeri verdigi saptanmistir.

Genel olarak degerlendirildiginde ugucu yaglar icerisinden origanum tiirlerinin
Cmm’ye kars1 en yiiksek inhibisyon zonu olusturdugu ve yiiksek antibakteriyel etki
gosterdigi goriilmistiir. Uygulanan iki farkli dozdan, yiiksek doz olan 1000 ppm’in
diisiik doza gore biitiin ugucu yaglarda daha yiiksek inhibisyon zonu olusturdugu
saptanmistir. Bazi ucucu yaglarin [J. communis ve L. nobilis (tohum)] 500 ppm’de
inhibisyon zonu olusturmadigi gozlemlenmistir (Cizelge 4.1).

Bitki hastalik ve zararlilari ile miicadelede Onerilen ilacin %50 {iizerinde etki
gostermesi istenmektedir. Ugucu ayaglarin Cmm’ye karsi olusturduklar: inhibisyon
zonu ve antibakteriyel etkilerine iliskin bulgular, %65 tizeri etki gosteren O. vulgare, O.
onites, C. zeylanicum, L. stoechas, R. officinalis, M. piperita, R. damascena, M.
rucutita, M. communis ve L. angustifolia’nin tohum uygulama ve film kaplama i¢in
iizerinde ¢alisilabilecek ugucu yaglar olduklarini géstermistir.
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Cizelge 4.1. Ugucu yaglarin Cmm’ye kars1 inhibisyon zonlar1 ve antibakteriyel etkileri

Ucucu yaglar Dozlar (ppm) Inhibisyon zonu (mm) Antibakteriyel etki (%)
Streptomisin siilfat 10.00 50.00
Bakir siilfat 22.00 77.00
Steril saf su 5.00 0.00
DMSO 5.00 0.00
C. zeylanicum 500 15.00 67.00
1000 30.00 83.00
Ortalama  22.00 74.00
F. vulgare 500 11.00 55.00
1000 16.00 69.00
Ortalama 14.00 62.00
J. Communis 500 0.00 0.00
1000 6.00 9.00
Ortalama  3.00 5.00
L. angustifolia 500 11.00 55.00
1000 20.00 75.00
Ortalama 16.00 65.00
L.nobilis (yaprak) 500 13.00 62.00
1000 20.00 75.00
Ortalama 17.00 68.00
L. stoechas 500 15.00 67.00
1000 28.00 82.00
Ortalama  21.00 75.00
L. nobilis (tohum) 500 0.00 0.00
1000 5.00 4.00
Ortalama  3.00 2.00
M. communis 500 11.00 55.00
1000 20.00 75.00
Ortalama 16.00 65.00
M. piperita 500 13.00 61.00
1000 24.00 79.00
Ortalama 18.00 70.00
M. rucutita 500 12.00 57.00
1.000 24.00 79.00
Ortalama 18.00 68.00
M. spicata 500 12.00 57.00
1000 18.00 72.00
Ortalama 15.00 65.00
O. basilicum 500 12.00 57.00
1000 19.00 74.00
Ortalama 15.00 65.00
0. onites 500 23.00 78.00
1000 48.00 90.00
Ortalama  35.00 86.00
0. vulgare 500 24.00 79.00
1000 50.00 95.00
Ortalama  37.00 87.00
Pinus spp. 500 11.00 52.00
1000 11.00 52.00
Ortalama 11.00 52.00
R. officinalis® 500 12.00 58.00
1000 18.00 72.00
Ortalama  15.00 65.00
R. officinalis 500 14.00 65.00
1000 26.00 81.00
Ortalama  20.00 73.00
R. damascena 500 12.00 58.00
1000 24.00 79.00
Ortalama 18.00 69.00
S. officinalis * 500 12.00 57.00
1000 18.00 72.00
Ortalama 15.00 65.00
S. officinalis® 500 14.00 63.00
1000 19.00 74.00
Ortalama 16.00 68.00
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Cizelge 4.1.”in devami

Inhibisyon zonu (mm)

Dozlar (ppm) Yag ortalamasi
Ugucu yaglar 500 1000
C. zeylanicum 15.00H 30.00 C 22.00c
F. vulgare 11.00 H 16.00 H 14.00 e
J. Communis 0.001 6.00 1 5.001
L. angustifolia 11.00H 20.00 G 16.00 e
L. nobilis (yaprak) 13.00H 20.00 G 17.00 e
L. stoechas 15.00H 28.00 D 21.00 ¢
L. nobilis (tohum) 0.001 5.001 5.001
M. communis 11.00H 20.00 G 16.00 e
M. piperita 13.00H 24.00 F 18.00 ¢
M. rucutita 12.00 H 24.00 F 18.00 ¢
M. spicata 12.00 H 18.00 G 15.00 ¢
O. basilicum 12.00 H 19.00 G 15.00 ¢
O. onites 23.00 F 48.00 B 35.00b
O. vulgare 24.00 F 50.00 A 37.00 a
Pinus spp. 11.00H 11.00H 11.00 f
R. officinalis® 12.00H 18.00 G 15.00¢
R. officinalis* 14.00 H 26.00 E 20.00 ¢
R. damascena 12.00 H 24.00 F 18.00d
S. officinalis® 12.00H 18.00 G 15.00¢
S. officinalis® 14.00 H 19.00 G 16.00 e
Doz ortalamasi 11.00 b 19.00 a
Streptomisin siilfat 10.00 H 10.00 f
Bakar siilfat 22.00 F 22.00c
Steril saf su' 5.001 5.00¢g
DMSO 5.001 5.00 g

Yag x doz interaksiyonuna ait ortalamalar biiyiik harf, yag ve dozlarin ortalamalar ise kiigiik harfler kullanilarak gruplandirilmistir.
Ayni siitun ve satirlarda ortalama degerlerin yaninda yer alan ayni harf biiyiik harf veya kiiciik harf ile gosterilen uygulamalar
arasindaki farkin istatiksel olarak 6nemli olmadigint gosterir (Duncan’s Multiple Range Test, P<0.01). Gruplandirmalar inhibisyon
zon (mm) ortalamalar1 tizerinden yapilmistir.

'Kuyucuk agmada kullanilan mantar delicinin ¢ap: 5 mm’dir ve bu deger negatif kontrol (steril saf su) ile aynidir.

2Antibakteriyel etki (%) degerleri inhibisyon zon (mm) artis1 olarak degerlendirilmistir. Bu deger Soylu vd (2005)’e gore asagidaki
formiile gore hesaplanmustir; antibakteriyel etki (%) :100-[(Kontroliin inhibisyon zonu / Uygulamanin zonu) x 100].

22010 yihinda, ® 2009 yilinda olmak iizere iki ayr1 dsnemde aym firmadan temin edilen R. officinalis ve S. officinalis ugucu yaglarim
gosterir.

4.1.2. Ugucu yaglarin minimum inhibisyon konsantrasyonlar

Antibakteriyel etki denemelerinde, en yiiksek etkiyi gosteren O. vulgare, O.
onites, C. zeylanicum, L. stoechas, R. officinalis, M. piperita, R. damascena, M.
rucutita, M. communis ve L. angustifolia ugucu yaglariin MIC degerleri belirlenmistir.
Ucgucu yaglarin DMSO (%10) ile seyreltimis 2, 4, 8, 15, 31, 62.5, 125, 200, 250, 300,
400 ve 500 ppm’lik dozlarmm Cmm gelisimini durdurup durdurmamasi
degerlendirilmistir. ik okuma ve son okuma degerleri arasinda fark gériilmeyen, Cmm
gelisimini engelleyen en diisiik doz belirlenmistir. MIC degerlerinin belirlenmesi, daha
sonraki ¢alismalarda kullanilacak bakteriyel ve bakterisidal konsantrasyonlarin
belirlenmesi i¢in dnemlidir. Hazirlanan elisa mikroplate’ler elisa okuyucuda okutulmus,
ilk degerler alinmig ve daha sonra 28+ 2°C’de inkiibasyona tabi tutulmustur.
Inkiibasyondan 48 saat sonrasinda elisa plateler tekrar elisa okuyucuda okutulmustur.
Hic Cmm gelisimi olmayan uygulamalar MIC degeri olarak kaydedilmistir. Elisa
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platelerdeki uygulamalar gézle de kontrol edilmis ve bulaniklik goériilmeyen, bakteri
gelisimi olmayan uygulamalar MIC degeri olarak dikkate alinmustir (Sekil 4.1).

Mikro diliisyon yontemine gore O. onites, O. vulgare ve C. zeylanicum 62.5 ppm
ile en diisik MIC degeri verirken, bunlar1 sirasi ile 125 ppm ile L. stoechas, R
damascena ve R. officinalis izlemistir. Diger ugucu yaglar 125 ppm’den daha yiiksek
MIC degeri vermistir. En yiikksek MIC degeri 500 ppm ile L. angustifolia ve M.
communis ugucu yaglarinda tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

Antibakteriyel etki gosteren ugucu yaglar1 belirlemeye yonelik inhibisyon
zonlar1 (Cizelge 4.1) ve MIC degerleri (Cizelge 4.2), O. vulgare, O. onites, C.
zeylanicum, L. stoechas, R. officinalis, M. piperita, R. damascena, M. rucutita, M.
communis ve L. angustifolia bitkilerinden buhar distilasyonu ile edilen ve ticari olarak
iiretilen ugucu yaglarm Cmm’ye karst %65 lizeri antibakteriyel etkili olduklarini
gostermistir. Toplam 20 adet ugucu yag igerisinden bu 10 ugucu yagin Cmm’yi eradike
etmek i¢in tohum uygulamalarinda ve diger miicadele sekillerinde kullanilabilecegi
saptanmustir. O. vulgare, O. onites, C. zeylanicum, L. stoechas ve R. officinalis ylksek
inhibisyon zonu ve diisik MIC degeri vermeleri nedeni ile antibakteriyel etkisi en
yiiksek ucucu yaglar olarak belirlenmistir.

NL1.13 17:27
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Sekil 4.1. O. vulgare 'nin MIC degerlerinde Cmm gelisiminin goriintiisii
a) 62.5 ppm’de Cmm’nin gelismemesi, renk berrak
b) 31 ppm’de Cmm gelisimi, renk sarimtirak
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Cizelge 4.2. Ugucu yaglarin MIC degerleri

Ucucu yaglar MIC degerleri (ppm)
L. angustifolia 500.00
L. stoechas 125.00
M.rucutita 200.00
M. piperita 250.00
M. communis 500.00
O. onites 62.00
O. vulgare 62.00
R. damascena 125.00
R. officinalis 125.00
C. zeylanicum 62.00
Streptomisin siilfat 7.00
Bakaur siilfat 300.00
Saf su 0.00

4.2. Cmm’ye karsi tohum uygulamalarinda kullanilabilecek uc¢ucu yaglarin
belirlenmesine yonelik bulgular (Deneme 2)

Antibakteriyel etki denemelerinde, inhibisyon zon ve MIC degerlerine gore
Cmm’ye kars1 en yiiksek antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilen, 10 adet ugucu yag
domates tohumuna uygulanmis ve Cmm {izerine etkisi arastirilmistir. O. vulgare, O.
onites, C. zeylanicum, L. stoechas, R. officinalis, M. piperita, R. damascena, M.
rucutita, M. communis ve L. angustifolia’nin 1000 ppm dozu ile tohum uygulamasi
yapilmistir. Ucgucu yag uygulanan Cmm ile bulasik tohumlar kat1 NA besi yerinde
gelisime birakilmistir. Kirk sekiz ve yetmis iki saatlik bir inkiibasyondan sonra, her bir
petride tohumlarin etrafinda Cmm gelisimi olup olmadigi kontrol edilmistir.

Inkiibasyondan sonra 48 saatlik ilk gézlem sonrasi alinan verilere gore ucucu
yaglarin domates tohumunun yiizeyinden Cmm’yi eradike etmede etkili oldugu tespit
edilmistir. Her petride 25 adet temiz tohum sayis1 veren uygulamalar %100 etkili olarak
belirlenmistir. L. stoechas, M. rucutita, M. piperita, M. communis, O. onites, O. vulgare
ve R. officinalis ugucu yaglar1 uygulanan petrilerde biitiin tohumlarin etrafinda Cmm
gelismedigi goriilmiistiir. Buna gore bu ugucu yaglar her bir petride 25 adet temiz tohum
sayis1 vererek %100 etkili ugucu yaglar olarak belirlenmistir. Diger bir ifade ile bu
ucucu yaglar pozitif kontrol olan bakir siilfat ile ayn1 degeri vermistir. Bu yaglar1 siras1
ile %79 etki ile C. zeylanicum ve %49 etki ile L. angustifolia izlemistir. R. damascena
en etkisiz ugucu yag olarak tespit edilmistir. R. damascena’nin domates tohumundaki
Cmm’ye kars1 diisiik etki gostermesi, kullanilan ugucu yagn ticari bir yag olmasi ve
iceriginin seyreltilmis olmasindan kaynaklanmistir (Cizelge 4.3).

Gozlem yapilan petriler 48 saatlik inkiibasyondan sonra imha edilmemis ve
yaklasik toplamda 7 giin inkiibasyona devam ettirilmistir. Inkiibasyondan 72 saat sonra
petrilerde temiz tohum sayis1 (etrafinda Cmm gelisimi goriilmeyen tohumlarin sayist)
ilgili veriler tekrar almmustir. Ikinci gdzlemde, ilk 48 saatlik gézlemde alinan verilere
gore %100 temiz tohum orani (% etki) veren M. rucutita, M. piperita ve M. communis
uygulamasi goérmiis tohumlarin bazilarmin etrafinda Cmm geligimi oldugu goriilmiistiir.
Tohumlar etrafinda gelisen Cmm kolonilerinden reizolasyon yapilmis ve tani testleri
uygulanarak Cmm kolonisi olduklar1 dogrulanmistir (Cizelge 4.3).
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Inkiibasyondan 72 saat sonrasinda (3. giiniin sonunda) petrilerde ugucu yag
uygulamasi gormiis domates tohumlarinda yaklastk 2 mm’lik kokeiik c¢ikislari
gorilmiistiir. Bu petrilerden yedinci giine kadar ¢imlenme ile ilgili veriler alinmis,
yedinci giliniin sonunda ¢imlenen tohum sayisinda bir degisiklik olmadigi tespit
edilmistir. Burada planlanmayan bu tohum ¢imlenmeleri dikkate alinmis ve ¢imlenme
oranlarinin kontrol petrilere gore bir miktar diisiik oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2).

Deneme 2’de kullanilan ugucu yag dozu, kullanilan ugucu yaglarin Deneme 1°de
belirlenen MIC degerleri baz alinarak, tahmini optimum bir doz olarak belirlenmistir.
Ucucu yaglarm MIC degerleri 62.5-500 ppm arasinda degistiginden, 1000 ppm’lik tek
dozun kullanilan ugucu yaglarin hepsini kapsayacagi Ongoriilmiistiir. Elde edilen
bulgular L. angustifolia, L. stoechas, M. rucutita, M. piperita, M. communis, O. onites,
O. vulgare, R. damascena, R. officinalis ve C. zeylanicum’m 1000 ppm de domates
tohumundaki Cmm’ye kars1 etkili oldugunu ve MIC degerlerine bagl olarak segilen
1000 ppm’lik bakterisidal konsantrasyonun yeterli oldugunu gostermistir.

Deneme 2’nin bulgulari, L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R. officinalis
ucucu yaglarinin, embriyodaki Cmm’ye karsi etkili ya da etkisiz oldugu bilinmemekle
beraber, tohum kabugundaki Cmm’yi tamamen eradike etmeleri nedeni ile %100 etkili
olduklarim1 gostermistir. NA besiyerinde tohumlarda goriilen ¢imlenme de tohum
kalitesi agisindan timitvar bulunmustur. Elde edilen bulgular L. stoechas, O. onites, O.
vulgare ve R. officinalis’in yapilacak olan domates tohum uygulama ve film kaplama
calismalarina uygun oldugunu gostermistir.

Cizelge 4.3. Ugucu yag uygulamasinin (1000 ppm) bulasik domates tohumundaki
Cmm’ye etkisi

48 saatlik gozlem 72 saatlik gézlem

Temiz Bulasik % Etki® | Temiz Bulasik % Etki”

Tohum tohum tohum Tohum

Sayist sayis1 Sayist saylsl

L. angustifolia 1220 D' 12.80 49.00 10.00 e 15.00 40.00
L. stoechas 25.00 A 0.00 100.00 25.00 a 0.00 100.00
M. rucutita 25.00 A 0.00 100.00 19.00 ¢ 6.00 76.00
M. piperita 25.00 A 0.00 100.00 22.00b 3.00 88.00
M. communis 25.00 A 0.00 100.00 18.00 ¢ 7.0 72.00
O. onites 25.00 A 0.00 100.00 25.00 a 0.00 100.00
O. vulgare 25.00 A 0.00 100.00 25.00 a 0.00 100.00
R. damascena 8.00E 17.00 32.00 8.00 f 17.00 32.00
R. officinalis 25.00 A 0.00 100.00 25.00 a 0.00 100.00
C. zeylanicum 19.00 B 5.30 79.00 18.00 c 7.00 72.00
Streptomisin siilfat 16.00 C 9.00 64.00 16.00d 9.00 64.00
Bakar siilfat 25.00 A 0.00 100.00 25.00 a 0.00 100.00
Steril saf su 0.00 F 25.00 0.00 0.00 g 25.00 0.00

'Inkiibasyondan 48 saat sonra alinan gdzleme ait ortalar biiyiik harf, 72 saat sonra alinan gézleme ait ortalmalar ise kiiciik harf ile
gruplandirilmistir. Ayni siitunda ayni biiyiik harf ve kiigiik ile gosterilen uygulamalar arasindaki fark istatiksel olarak 6nemli
degildir (Duncan’s Multiple Range Test, P<0.01)

9%Etki degerleri Abbott formiiliine gére bulasik tohum sayisi tizerinden hesaplanmustir. %Etki= Kontroliin bulasik tohum sayisi-
Uygulamanin bulasik tohum sayisi/Kontroliin bulagik tohum sayist x 100. Her bir petriye 25 tohum, 25 x 4 adet tohum/4 petri 1
tekerriir kabiil edilmistir.
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Sekil 4.2. O. vulgare ugucu yag1 uygulanmis domates tohumlarmin NA besiyerinde 72
saat inkiibasyondan sonra ¢imlenme ve 2 mm kokgiik ¢ikislarinin goriintiisti

4.3. Tohum uygulamalarinda kullanilacak olan uc¢ucu yaglarin ve dozlarin
belirlenmesine yonelik bulgular (Deneme 3)

Arastirmada Deneme 3’ten Once ilk olarak toplam 20 adet ticari ugucu yagin
elde edilen inhibisyon zon degerleri iizerinden antibakteriyel etkileri olup olmadigi
arastirilmistir. Antibakteriyel etki (%65 tizeri) gosteren 10 adet ticari ugucu yagm MIC
degerleri belirlenmistir. Diigitk MIC degerine sahip antibakteriyel etkisi yliksek olan
ucucu yaglarm (10 adet) Cmm’ye kars1 tohum uygulamasidaki etkisi tespit edilmistir.
Deneme 3’te ise L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R. officinalis ugucu yaglarmin
domates tohumunun embriyo ve kabugundaki Cmm’ye karsi etkisi, uygulanabilecek
bakterisidal dozlar ve bunlarin tohum ve fide kalitesi iizerine etkileri arastirilmistir.

Her bir ugucu yagin DMSO (%10) ile hazirlanmis farkli dozlar1 (125, 200, 250,
300, 400, 500, 1000 ve 5000 ppm dozlar1) Cmm ile bulasik domates tohum 6rneklerine
uygulanmistir. Ugucu yag uygulanan domates tohum Orneklerinde sirasiyla, temiz
tohum orani (%), tohumda bakteri yogunlugu (log CFU/tohum), ¢imlenme orani (%),
cikis orant (%) ve fitotoksite (TTC testi) ilgili veriler alinarak analiz edilmistir. Tohum
ve fide kalitesi ile ilgili veriler alindiktan sonra, bu ucucu yaglarin igeriklerinin
arastirilan Gzellikler (antibakteriyel etki, tohum ve fide kalitesine etki, temiz tohum
oran1 ve tohumda bakteri yogunlugu) iizerine etkisini belirlemek i¢in, ugucu yaglarda
GC-MS ile igerik analizi yapilmig ve degerler % olarak ifade edilmistir.
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4.3.1. Ugucu yag tohum uygulamasinin temiz tohum oranina etkisi

Deneme 3 igerisinde ele alinan temiz tohum sayist (adet) ve bunun iizerinden
hesaplanan temiz tohum orani1 (% etki) ile ugucu yaglarin Cmm ile bulasik domates
tohumlarinin icerisinde ve kabugundaki Cmm’nin baskilanarak kabuk iizerinde
gelisiminin  durdurulmasi hedeflenmistir. Ugucu yag uygulamasmin etkili olmasi
durumunda, tohumdaki var olan Cmm bulagikliginin engellenmesi ve tohumlar etrafinda
Cmm gelisiminin olmamasi (sifir bulasiklik), arastirmanin nihai hedeflerinden biri olan
bulasik tohumlarin temiz tohumlar1 bulagtirmasi dnleneceginden 6nem arz etmektedir.
Sifir bulasiklik (%100 temiz tohum orani) tespit edilen uygulamalar ile ayn1 tohum lotu
icerisinde, bulasik tohumlarin temiz tohumlar1 bulastirmasi 6nlenebilecektir.

Uygulama gormiis tohumlarim NA besi yerinde 48 saatlik inkiibasyondan sonra
her bir tohumun etrafinda Cmm gelisimi kontrol edilmis, temiz tohum, bulasik tohum
sayilar1 ile ilgili veriler degerlendirilmistir. Sekiz farkl ugucu yag dozu (125, 200, 250,
300, 400, 500, 1000 ve 5000 ppm) ile yapilan tohum uygulamasi sonucunda yag x doz
interaksiyonunun, ucucu yaglarin ve dozlarin temiz tohum orani {izerine etkisi P < 0.01
diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4’te belirtildigi gibi yag x doz interaksiyonu acisindan L. stoechas, O.
onites, O. vulgare ve R. officinalis’in 500 ppm ve {istli dozlar1 ile R. officinalis’in 1000
ppm ve istii dozlar1 %100 temiz tohum orami vererek ayni istatiski grupta yer
almiglardir. Ucucu yaglarin 125-500 ppm arasindaki diger dozlar1 ise yag x doz
interaksiyonu bakimindan farkl istatiksel gruplarda yer almiglardir.

Ugucu yaglar igerisinden O. vulgare 19 adet temiz tohum sayis1 ve %74 temiz
tohum oran1 (% etki) ile domates tohumundaki Cmm’ye kars1 en etkili ugucu yag olarak
tespit edilmis ve bunu sirasiyla O. onites (%65), L. stoechas (%64) ve R. officinalis
(%55) izlemistir. Ugucu yag dozlarindan 1000 ppm ve iistii dozlarin 25 adet temiz
tohum sayis1 ve %100 etki ile domates tohumundaki Cmm’yi eradike etmede basarili
olduklar1 ve bu dozlarin altinda dozdaki diismeye bagli olarak bulasik tohum saymin
artt1ig1 saptanmustir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.1’de goriildiigii gibi domates tohumundaki Cmm’ye karsi ugucu
yaglarin en az pozitif kontrol olan bakir siilfat kadar etkili oldugu goriilmiistiir. Bakir
stilfat uygulamasinda temiz tohum orani (% etki) %100 olmustur. Bakir siilfat ile
uygulama goren domates tohumlarmim etrafinda Cmm gelisimi tespit edilmemistir

Temiz tohum sayisi ile ilgili verilerin alindig1 petrilerde kontrol uygulamasinda
petri icerisinde biitiin tohumlarin etrafinda Cmm kolonisi gelisirken (Sekil 4.3), O.
vulgare’nin 500 ppm ve istli dozlarin hi¢birinde Cmm gelismedigi fakat 500 ppm’in
altindaki dozlarda, doz diistikce Cmm ile bulasitk tohum sayisinin artigi
gbzlemlenmistir (Sekil 4.4).
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Cizelge 4.4. Tohuma ugucu yag uygulamasinin temiz tohum oranima etkisi

Ucucu yaglar Dozlar (ppm) Temiz tohum sayisi (adet) Bulasik tohum sayis1 (adet) %Etki
Bakair stilfat 25.00 0.00 100.00
Steril saf su 0.00 100.00 0.00
L. stoechas 125 3.00 23.00 10.00
200 5.00 20.00 20.00
250 9.00 16.00 36.00
300 16.00 10.00 62.00
400 21.00 4.00 84.00
500 25.00 0.00 100.00
1000 25.00 0.00 100.00
5000 25.00 0.00 100.00
Ortalama  16.00 8.00 64.00
O. onites 125 4.00 21.00 16.00
200 7.00 19.00 26.00
250 10.00 15.00 40.00
300 15.00 10.00 60.00
400 20.00 5.00 80.00
500 25.00 0.00 100.00
1000 25.00 0.00 100.00
5000 25.00 0.00 100.00
Ortalama  16.00 9.00 65.00
0. vulgare 125 7.00 19.00 26.00
200 10.00 15.00 40.00
250 16.00 9.00 64.00
300 20.00 5.00 80.00
400 21.00 4.00 84.00
500 25.00 0.00 100.00
1000 25.00 0.00 100.00
5000 25.00 0.00 100.00
Ortalama  19.00 6.00 74.00
R. officinalis 125 2.00 23.00 8.00
200 4.00 21.00 16.00
250 7.00 18.00 28.00
300 11.00 14.00 44.00
400 14.00 11.00 56.00
500 20.00 4.00 84.00
1000 25.00 0.00 100.00
5000 25.00 0.00 100.00
Ortalama 14.00 11.00 55.00
Temiz tohum sayisi (adet)
Dozlar (ppm) L. stoechas 0. onites O. vulgare R. officinalis Doz ortalamasi
125 2.50E 4.00E 6.50E 2.00E 4.00¢g
200 5.00E 6.50E 10.00 D 4.00E 6.50 f
250 9.00D 10.00 D 16.00 C 7.00 E 10.50 ¢
300 15.50 C 15.00 C 20.00 B 11.00 D 15.50d
400 20.80 B 20.00 B 21.00B 14.00 C 19.00 ¢
500 25.00 A 25.00 A 25.00 A 20.00 B 23.80b
1000 25.00 A 25.00 A 25.00 A 25.00 A 25.00a
5000 25.00 A 25.00 A 25.00A 25.00 A 25.00 a
Yag ortalamast 16.00 b 16.00 b 19.00 b 14.00 ¢
Bakair stilfat 25.00 A 25.00 a
Steril saf su 0.00F 0.00h

"'Yag x doz interaksiyonuna ait ortalamalar biiyiik harf, yag ve dozlarm ortalamalari ise kiiciik harfler kullamlarak
gruplandirilmistir. Ayni ayni bilyiik harf ve kiigiik harf ile gosterilen uygulamalar arasindaki fark istatiksel olarak onemli degildir
(Duncan’s Multiple Range Test, P<0.01)

Her bir petriye 25 tohum, 25 x 4 adet tohum / 4 petri 1 tekerriir kabiil edilmistir. %etki degerleri Abbott formiiliine gére bulasik
tohum sayisi iizerinden hesaplanmistir. %Etki= Kontroliin bulagik tohum sayisi-Uygulamanin bulagik tohum sayisi / Kontroliin
tohum sayist x 100
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Omeralyilmaz

Sekil 4.3. Kontrol (saf su) uygulanan domates tohumlarinda Cmm gelisiminin
goruntusu
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Sekil 4.4. O. vulgare ugucu yag1 uygulanan domates tohumlarmmda Cmm gelismemesine
ait goriintii
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4.3.2. Ucucu yag tohum uygulamasinin tohumda bakteri yogunluguna etkisi

Tohumda bakteri yogunlugu ile belirlenmek istenen, yapilan ugucu yag
uygulamalarmm baslangigta tohuma bulastirilan 10° CFU/ml yogunlugunda olan ve
negatif kontrolde bunun logaritmik degerlerinin 4.55 log CFU/tohum oldugu tespit
edilen Cmm yogunlugunu 0’a diisiirlip diisiirmedigi veya ne kadar azalttigidir. Burada
temiz tohum oranindakine gore daha giivenli sonuglar elde edilmektedir. Bulagikligin
embriyoda veya tohum kabugunda olmasi sonucu etkilememekte, Onemli olan
tohumdaki gercek bulasikligin tespitidir.

Tohumda bakteri yogunlugunun (log CFU/tohum) belirlenmesi ydntem
boliimiinde belirtildigi gibi tohum ekstrasyonundan gelisen Cmm kolonileri iizerinden
analiz yapilmistir. Sekil 4.5’te tohum ektraksiyonuna ait farkli diliisyonlardan NA
besiyerinde gelisen Cmm kolonileri gosterilmistir.

L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R. officinalis ugucu yaglarinin, tohum
kabugundaki Cmm’nin %100 gelisimini engelleyen ve %100 temiz tohum orani veren
500 ppm ve iist dozlar1 uygulanan domates tohumlarinda tohumda bakteri yogunlugu
belirlenmistir. Tek bir domates tohumunda ugucu yag uygulamasindan sonra ne kadar
Cmm kolonisinin yasaylp yasamadigi saptanmistir. Uygulama goren domates
tohumlarindan yapilan tohum ekstraksiyonundan gelisen ortalama Cmm koloni sayis1
(CFU/tohum) tespit edilmis ve bu degerlerin logaritmasi alinarak (log CFU/tohum),
veriler logaritmik ortalamalar {izerinden analiz edilmistir. Varyans analizi sonucuna
gore tohumda bakteri yogunlugu iizerine ucucu yag x doz interaksiyonunun, ugucu
yaglarin ve dozlarin etkisinin P<0.01 diizeyinde istatistiki olarak dnemli oldugu tespit
edilmis ve ortalamalar Duncan coklu karsilastirma testine gore gruplandirilmistir
(Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5°de belirtildigi gibi, ucucu yag x doz interaksiyonunda O. vulgare’nin
1000 ve 5000 ppm dozlar1 ile L. stoechas, O. onites ve R. officinalis’in 5000 ppm
dozlar1 0 log CFU/tohum degeri vererek ayni istatistiki grup icerisinde yer almislardir.
Diger ugucu yag x doz interaksiyonunun hig¢birinde 0 log CFU/tohum degeri elde
edilememis ve bu uygulamalarda domates tohumundan Cmm bulagikliginimn tamamen
yok edilemedigi tespit edilmistir.

Ucgucu yag uygulamalar: igerisinden domates tohumundaki Cmm bulagikligini
en fazla etkiyen ve dolayisi ile sifir bulagiklik (log CFU/tohum) verenler origanumlar
(O.vulgare ve O. onites) olmustur. Ugucu yag dozu ve log CFU/tohum degerleri
arasinda negatif linear bir iligkinin oldugu, yiiksek dozlarin daha etkili oldugu tespit
edilmistir. Ugucu yag uygulamalarinin tamaminda doz artikga domates tohumundaki
Cmm bulasikligmimn (log CFU/tohum) diistiigii saptanmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5°de atfedildigi gibi, domates tohumundaki Cmm’ye kars1 ugucu
yaglarmn yliksek dozlar1 pozitif kontrolden (bakir siilfat) daha yiliksek bir engelleyici etki
gostermistir. Ilging bir sekilde temiz tohum oram ve diger in vitro galismalarda hep
yiksek deger veren bakir siilfatin yeterince etkili olamadigi ve tohumdaki Cmm
yogunlugunu tamamen yok edemedigi saptanmaistir.
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Sekil 4.5. Ucgucu yag uygulanan domates tohumlarinin ekstraksiyonunda gelisen Cmm
kolonilerinin goriintiisii

Cizelge 4.5. Ugucu yag tohum uygulamasinin domates tohumunda bakteri yogunluguna

etkisi
Ucucu yaglar Dozlar (ppm) Log CFU/tohum’ % Etki’
Steril saf su 4.55 0.00
Bakir Siilfat 1.28 72.00
L. stoechas 500 1.74 63.00
1000 1.54 66.00
5000 0.00 100.00
Ortalama 1.09 76.00
O. onites 500 1.66 64.00
1000 1.34 70.00
5000 0.00 100.00
Ortalama 1.00 78.00
O. vulgare 500 1.34 70.00
1000 0.00 100.00
5000 0.00 100.00
Ortalama 0.45 90.00
R. officinalis 500 2.70 41.00
1000 1.60 65.00
5000 0.00 100.00
Ortalama 1.43 69.00
Dozlar 500 1.86 59.00
1000 1.12 75.00
5000 0.00 100.00
Ortalama 0.99 78.00
Tohumda bakteri yogunlugu (log CFU/tohum)
Dozlar L. stoechas O. onites O. vulgare R. officinalis Doz ortalamasi
500 1.74 F 1.66 E 1.34B 270 G 2.21c¢
1000 1.54 C 1.34B 0.00 A 1.60 D 1.71b
5000 0.00 A 0.00 A 0.00 A 0.00 A 0.97 a
Yag ortalamasi 1.09 ¢ 0.99 b 0.44 a 1.43d
Bakur stilfat 1.28 B 1.28d
Steril saf su 455H 455e

'"Yag x doz interaksiyonuna ait ortalamalar biiyiik harf, yag ve dozlarin ortalamalar: ise kiigiik harfler kullanilarak gruplandiriImustir.
Ayni ayni bityiik harf ve kiigiik harf ile gosterilen uygulamalar arasindaki fark istatiksel olarak énemli degildir (Duncan’s Multiple
Range Test, P<0.01)

*Tohum ekstraksiyonundan her bir uygulama igin elde edilen koloni sayilarina 10 tabamnda logaritmik transformasyon yapilmis ve
bu sekilde elde edilen log CFU/tohum degerleri tizerinden varyans analizi yapilmistir.

*%Etki Abbott formiiliine gore hesaplanmistir: %Etki: Kontrol-Uygulama / Kontrol x 100.
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4.3.3. Ugucu yag uygulamasinin domates tohumlarinin ¢cimlenme oranina etkisi

L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R. officinalis ugucu yaglarmin tohum
uygulamasinda temiz tohum sayilar1 bakimimdan, %100 temiz tohum orani veren 500
ppm ve istil toplam ii¢ dozu ile yapilan tohum uygulamalarinin domates tohumlarinda
¢imlenme orani (%) lizerine etkisi belirlenmistir. Ugucu yag uygulamasi goren tohumlar
filre kagitlar1 arasma ekilmis ve inkiibasyondan sonra 3. giinde 2 mm kokgiik ¢ikis
gosteren tohumlar ¢imlenmis kabul edilmistir (Sekil 4.6). Ortalama ¢imlenen tohum
sayilar1 (adet), cimlenme orani (%) ve ortalama ¢imlenme zamani (giin) belirlenmistir.
Cimlenen tohum sayis1 ve ortalama c¢imlenme zamani lizerinden varyans analizi
yapilmistir.

22630

Sekil 4.6. Ucucu yag uygulanan domates tohumlarinda 2. giinde kokgiik ¢ikisinimn
gorintisi

500 ppm ve lstii ucucu yag uygulamasi domates tohumlarinin ¢imlenen tohum
sayist lzerine farkli etkiler gdstermistir. Varyans analizi sonuglar1 yag x doz
interaksiyonunun, ugucu yaglarin ve dozlarm ¢imlenen domates tohum sayisi lizerine
etkisinin P<0.05 diizeyinde 6nemli oldugunu ve ortalama ¢imlenme zamani {izerine ise
onemli bir etkisinin olmadigini gostermistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6’da belirtildigi gibi, ugucu yag x doz interaksiyonunda, 33 adet
cimlenen tohum sayis1 ile O. vulgare’nin 5000 ppm dozu tohum ¢imlenme oranini en
fazla diisiiren doz, L. stoechas’m 500 ppm’lik dozu ise 44 adet ¢imlenen tohum sayisi
ile kontrole gore tohum ¢imlenme oranini en az etkileyen veya diisiiren uygulama
olmustur. Ugucu yag tohum uygulamasinin tohum ¢imlenmesi lizerine daha ¢ok ugucu
yag tiirli ve doz artigina bagli olarak antagonistik etki goriilmistiir.

Cmm’ye kars1 yiiksek engeleyici etki goOsteren (yiiksek inhibisyon zonu
olusturan, temiz tohum orani ve diisiik tohum basina bakteri yogunlugu) origanum tiirii
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kekik ugucu yaglarmin her ikisi de tohum ¢imlenme oranin1 kontrole gore
diistirmiislerdir. L. stoechas 40.6 adet ¢imlenen tohum sayist ve %81 ¢imlenme orani ile
en az negatif etki gdsteren ugucu yag olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

Ugucu yag dozu ve ¢imlenen tohum sayisi arasinda negatif linear bir iliski

saptanmistir. Doz artik¢a ¢imlenen tohum sayisi ve ¢imlenme orani diigmiistiir (Bkz.
Sekil 8.9, Sekil 8.10, Sekil 8.11, Sekil 8.12).

Ugucu yaglar ve dozlar domates tohumunun ortalama g¢imlenme zamanini
degistirmemistir. Kontroliin (saf su) ¢imlenme zamani 3.4 giin iken ucucu yag
uygulanan tohumlarm ¢imlenme zamani 2.7-3.6 giin arasinda degismistir (Cizelge 4.6)

Cizelge 4.6. Ugucu yag uygulamasinin domates tohumlarinin ¢imlenme oranina etkisi

Ugucu yaglar Dozlar Cimlenen tohum sayisi Cimlenme orani Cimlenme zamani
(ppm) __(adet)’ (%) (giin)®
Steril saf su 46.00 92.00 3.40
Bakir stilfat 43.50 87.00 3.40
L. stoechas 500 44.00 88.00 3.00
1000 39.80 79.00 3.60
5000  38.00 76.00 3.00
Ortalama  40.60 81.00 3.20
O. onites 500 43.30 87.00 3.60
1000 36.00 72.00 3.00
5000 35.00 70.00 2.70
Ortalama  38.10 76.00 3.10
O. vulgare 500 39.00 78.00 3.10
1000 36.00 72.00 3.10
5000 33.00 66.00 3.00
Ortalama  36.00 72.00 3.10
R. officinalis 500 40.50 81.00 3.10
1000  39.80 79.00 3.00
5000  37.30 75.00 2.70
Ortalama 39.20 78.00 2.90
Dozlar 500 42.00 84.00 3.20
1000 38.50 77.00 3.20
5000 37.20 75.00 2.80
Ortalama  39.20 79.00 3.10
Cimlenen tohum sayisi (adet)
Dozlar L. stoechas O. onites O. vulgare  R. officinalis Doz ortalamasi
500 44.00 B 4330B 39.00 C 40.50 C 42.00 ¢
1000 39.80 C 36.00E 36.00E 39.80C 37.90d
5000 38.00D 35.00F 33.00G 37.30D 35.80¢
Yag ortalamasi 40.60 a 38.10 c 36.00d 39.20 b
Bakaur siilfat 43.50B 43.50b
Steril saf su 46.00 A 46.00 a

'Yag x doz interaksiyonuna ait ortalamalar biiyiik harf, yag ve dozlarin ortalamalar: ise kiigiik harfler kullanilarak gruplandiriImustir.
Ayni biiylik ve kiiglik harf ile gosterilen uygulamalar arasindaki farkin istatiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir (Duncan’s

Multiple Range Test, P<0.05).

*Ugucu uygulamas: goren tohumlardan 4 x 50 adet tohum her bir uygulama igin filtre kagitlar1 arasinda ¢imlenme testine almmustir.
3.giinden itibaren giinlilk sayimlarin aritmetik ortalamasi alinarak cimlenme orani (%) ve ortalama ¢imlenme zamam (giin)

belirlenmistir.
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4.3.4. Ucucu yag uygulamasinin domates tohumlarinin ¢ikis oranina etkisi

Laboratuvarda ¢imlenme orani optimum kosullarda (1s1k, sicaklik, oksijen, nem)
filtre kagitlar1 arasinda yapilmaktadir. Fakat tohum ekiminin yapildig: toprak, torf, fide
yetistirme harcinda farkli faktorlerin etkisi ortaya ¢ikabilmektedir. Fideliklerde
kullanilan fide harcinda yapilan ¢ikis denemelerinin sonuglar1 pratie daha yakin
degerler vermektedir. Bu nedenle, L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R. officinalis
ucucu yaglarinin 500 ppm ve istii dozlar1 ile yapilan tohum uygulamasinin, domates
tohumlarinin ¢ikis oran1 (%) ve ortalama ¢ikis zamani tizerine etkisi arastirilmistir.
Cikan tohum sayis1 (adet), ¢ikis orani (%) ve ortalama ¢ikis zamani (giin) belirlenmistir.
Cikis yapan tohum sayis1 (adet) ve ¢ikis zamani (giin) ortalamalar1 {izerinden varyans
analizi yapilmis ve istatiski olarak 6nemli bulunan uygulamalar Duncan coklu
karsilagtirma testine gore gruplandirilmistir.

Ugucu yag uygulamasinin tohumlarin ¢ikis oranlarma etkileri konusunda elde
edilen bulgular ¢imlenme oranlarindaki bulgulara paralellik gdstermistir. Yag x doz
interaksiyonunun, ugucu yaglarm ve dozlarin ¢ikis orani iizerine etkileri P < 0.05
diizeyinde istastiki olarak 6nemli bulunurken, ayn1 parametrelerin ortalama ¢ikis zamani
iizerine etkisi istatiksel olarak 6nemsiz tespit edilmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7°de belirtildigi gibi, ugucu yag x doz interaksiyonunda 23.5 ¢ikan
tohum sayisi ile L. stoechas’in 500 ppm dozu en yiiksek degeri verirken, O. vulgare’nin
5000 ppm dozu ise 15 adet ¢ikan tohum sayisi ile en diisiik degeri vermistir.

Genel olarak biitiin ugucu yag uygulamalarinda ¢ikis oranlar1 kontroliin altinda
tespit edilmistir. Ugucu yaglar igerisinde 21.5 adet ile en yiiksek ¢ikan tohum sayisini L.
stoechas vermis ve bunu sirasi ile R. officinalis ve O. onites izlemistir. O. vulgare 17.3
cikan tohum sayis1 ve %69.3 ¢ikis orani ile kontrole gore en diisiik ¢ikis degerlerini
vererek ¢ikis orani en fazla olumsuz etkileyen ugucu yag olmustur (Cizelge 4.7).

Doz artisina bagl olarak ¢ikis oranmi1 diismiis, en yiiksek ¢ikis oranini (%88) en
diisiik doz olan 500 ppm vermistir (Cizelge 4.7).

Ugucu yaglar ve dozlar domates tohumlarinin ortalama ¢ikis zamanini
degistirmemistir. Negatif kontroliin (steril saf su) ¢ikis zaman 3.7 giin iken, ugucu yag
uygulamalarinda 3.0-4.2 giin arasinda degismistir (Cizelge 4.7).

Her ne kadar fide yetistirme harci kullanilmis olsa da ugucu yag uygulamalarinin
domates tohumlarinin fide ¢ikislarina dair ilgili parametreleri iizerine etkileri ¢imlenme
oranindakine benzer bulunmustur.

Cmm iizerine yliksek engelleyici etkisi tespit edilen 6zellikle origanum tiirii

kekik ucucu yaglarinin ¢ikis oranini en fazla oranda olumsuz etkiledigi saptanmistir.
Ozellikle doz artigina bagli olarak ta olumsuz etkinin artig1 goriilmiistiir.
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Cizelge 4.7. Ugucu yag uygulamasimnin domates tohumlarinin ¢ikis oranina etkisi

Ucgucu yaglar Dozlar Cikan tohum sayis1 Cikis orani Cikis zamani
(ppm) (adet) (%) (giin)
Steril saf su 23.00 92.00 3.70
Bakir stilfat 22.00 88.00 3.60
L. stoechas 500 23.50 94.00 3.00
1000 22.00 88.00 3.00
5000 19.00 76.00 3.40
Ortalama 21.50 86.00 3.10
O. onites 500 21.00 84.00 3.10
1000 19.00 76.00 3.10
5000 16.00 64.00 3.00
Ortalama 18.70 75.00 3.10
0. vulgare 500 20.00 80.00 3.40
1000 17.00 68.00 3.60
5000 15.00 60.00 3.80
Ortalama 17.30 60.00 3.60
R. officinalis 500 22.00 88.00 3.60
1000 20.00 80.00 3.80
5000 18.00 72.00 4.20
Ortalama 20.00 80.00 3.90
Dozlar 500 22.00 88.00 3.20
1000 19.50 78.00 3.30
5000 17.00 68.00 3.60
Ortalama 19.50 78.00 3.40
Cikan tohum sayisi (adet)
Dozlar L. stoechas Q. onites O. vulgare R. officinalis Doz ortalamasi
500 23.50 A 21.00D 20.00 D 22.00B 22.00b
1000 22.00 B 19.00 E 17.00 G 20.00 D 19.50 ¢
5000 19.00 E 16.00 H 15.00 1 18.00 F 17.00 d
Yag ortalamasi 21.50 a 18.70 ¢ 17.30d 20.00 b
Bakar siilfat 22.00 B 22.00b
Steril saf su 23.00 A 23.00 a

'Yag x doz interaksiyonuna ait ortalamalar biiyiik harf, yag ve dozlarin ortalamalari ise kiigiik harfler kullanilarak gruplandiriImustir.
Ayni biiylik ve kiiglik harf ile gosterilen uygulamalar arasindaki farkin istatiksel olarak onemli olmadigini gosterir (Duncan’s
Multiple Range Test, P<0.05)

*Ugucu uygulamasi géren tohumlardan 4 x 50 adet tohum her bir uygulama igin filtre kagitlar1 arasinda ¢imlenme testine alinmistir.
3. giinden itibaren giinliik sayimlarin aritmetik ortlamasi alinarak ¢imlenme orani (%) ve ortalama ¢imlenme zamani (giin)
belirlenmistir.

4.3.5. Ucucu yag uygulamasinin domates tohumlarinda fitotoksite olusumuna
etkisi

L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R. officinalis ugucu yaglarmin 1000
ppm’lik tek bir dozu ile tohum uygulamasi yapilmistir. Ugucu yag uygulamasi gérmiis
tohumlarda TTC (2,3,5 triphyl tetrazolium cloride) testi yapilarak, ucucu yag
uygulamasinin domates tohumuna ve tohum dokularina fitotoksik olup olmadig:
arastirilmistir. TTC testine gore tohum canliligl en yiiksek olan uygulama %88 ile L.
stoechas olmus ve bunu sirasiyla %87 ile R. officinalis ve %85 ile O. onites izlemistir.
O. vulgare %84 ile en diisiik tohum canlilif1 veren uygulama olarak tespit edilmistir.
Kontrolde (saf su) tohum canliligi %92 olarak saptamistir. Sonugta uygulamalar
arasinda tohum canlilig1 %84-88 arasinda degismis, kontrole gére %4-8 arasinda daha
diisiik tespit edilmistir (Sekil 4.7). Test sirasinda tohum kabuklar1 kararmis veya
kavrulmus bir goriintii veren tohumlarm (Sekil 4.9), embriyolarinda bdyle bir bulguya
rastlanilmamis (Sekil 4.8) ve canli tohum olarak kaydedilmistir.
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Sekil 4.9. Ugucu yag uygulanan bazi tohumlarda tohum kabugunun kararmasina ait
gorunti
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4.3.6. Ucucu yaglarn icerikleri

Burada Deneme 1, 2 ve 3°de etkili olan ve devam eden ¢aligmalarda kullanilmas1
planlanan 4 adet ucucu yagm GC-MS ile icerik analizi yapilmistir. Igerikleri ile
Cmm’ye ve tohum kalitesi iizerine etkilerine aciklama getirilmeye cahisilmistir. gerik
analizi sonucunda L. stoechas ugucu yagmin 51, O. onites ve O. vulgare’in 41, R.
officinalis’in ise farkli miktarlarda toplamda 37 adet ucucu bilesen igerdigi tespit
edilmistir. Miktarca %1 ve lstiinde bulunan ana ugucu bilesenler antibakteriyel etki ve
tohum kalite degerlerine etkileri yoniinden incelenmistir. L. stoechas, O. onites, O.
vulgare ve R. officinalis ugucu yaglarinin miktarca en fazla bulunan ana bilesenleri
sirastyla %44 kamfor, %65 karvakrol, %74 karvakrol ve %50 1,8-sineol olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Etkili bulunan ugucu yaglarimn igerik analizi

L. stoechas O. onites O. vulgare R. officinalis
Bilesen Miktar Bilesen Miktar Bilesen Miktar Bilesen Miktar
(%) (%) (%) (%)
Kamfor 43.95  Karvakrol 64.78  Karvakrol 74.05  1,8-sineol 49.48
Fenkon 16.33  Simen 7.47 Linalol 5.46 a-pinen 13.22
Bornil asetat 6.28 B-bisabolen 4.64 Simen 3.79 Karyofillen  6.29
o-pinen 4.35 y-terpinen 3.93 Timol 2.59 Kamfor 4.16
Kamfen 3.77 Linalol 1.71 y-terpinen 1.92 Borneol 3.96
Valensen 2.84 Borneol 1.61 B-bisabolen 1.82 Simen 3.76
1,8-sineol 1.89 Trans-karyofillen  1.61 trans-karyofillen 1.61 Kamfen 3.39
Linalol 1.54 B-myrcene 1.46 Borneol 1.52 o-terpineol 3.03
Verbenon 1.29 a-terpinen 1.41 Limonen 2.84
Linalil asetat 1.17 Terpinen-4-ol 1.01 Bornil asetat  1.58
Linalol oksit 1.12 Timol 0.97 B-myrsen 1.58
Karvakrol 0.92

4.4. Ucucu yaglarin domates tohum film kaplanmasinda kullanilabilirliginin
belirlenmesine yonelik bulgular (Deneme 4)

Film kaplama ile domates tohumuna yiiklenen ugucu yag ve dozlarinin tohum
ylizeyinde polimer araciligi ile ne kadar etkin bir sekilde tutulabildigi, tohumdaki Cmm
inokulumunu tamamen yok edip etmedigi, tohumun iiniform ¢imlenme ve ¢ikigini ne
oranda etkiledigi tespit edilmeye calisilmistir. L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R.
officinalis ugucu yaglar1 ile film kaplanan domates tohumlar1 24 saat siire ile oda
kosullarinda kurutulmustur. Bu tohum oOrnekleri iizerinde, film kapli tohumlarda
inhibisyon zonu (mm), temiz tohum orani (%), tohumda bakteri yogunlugu (log
CFU/tohum), ¢imlenme oran1 (%), ¢ikis orani (%) ve fide bagina Cmm yogunlugu (log
CFU/fide) verileri almmustir.

4.4.1. Ucucu yag film kaplamanin tohumlarda inhibisyon zonu iizerine etkisi

Film kaplama ile domates tohumuna yiiklenen ugucu yag ve dozlarmn tohum
etrafinda  Cmm gelisimine olanak vermeyen ne kadar giigli bir inhibisyon
olusturabilecekleri arastirilmistir. Tohum etrafinda giiclii bir inhibisyon zonu olusturan
ucucu yag ve dozlar belirlenerek domates tohumunun dissal bulasmalara karst
korunmasi hedeflenmistir. L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R. officinalis ugucu
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yaglarinin 5 farkli dozu (250, 500, 1000, 5000 ppm ve saf doz) ile film kaplanan
tohumlarda inhibisyon zonu (mm) ve %inhibisyon zon artis1 ile ilgili degerler alinmistir.

Aragtirma bulgularna ait gekillerden de goriildiigii tizere, film kapl tohumlarin
(O. vulgare’nin 500, 1000 ve 5000 pmm) tohumlarin etrafinda negatif kontrole (saf su)
gore Oonemli bir inhibisyon zonu olugmadigi saptanmistir. Tohumun i¢indeki Cmm
bulasiklig1 nedeniyle negatif kontrolde (saf su) tohumlar etrafinda Cmm gelisimi
goriliirken, ugucu yag dozlart ile film kapli tohumlarin higbirinin etrafinda Cmm
gelismemistir (Sekil 4.10). Tohum uygulamasinda ise dozlara bagli olarak tohumlarin
etrafinda inhibisyon zonu olustugu tespit edilmistir (Sekil 4.11).

Ucgucu yaglar ile film kapli tohumlarm Cmm ile bulasik besi yerinde inkiibasyon
sonrast olusturduklar1 inhibisyon zonlar1 (mm) 6l¢iilmiis ve inhibisyon zon degerleri
iizerinden % etki hesaplanmistir. Inhibiyon zonlar1 (mm) {izerinden yapilan varyans
analizi sonuclarma gore, inhibisyon zonu lizerine yag x doz interaksiyonunun, ugucu
yaglarin ve dozlarin etkisinin P<0.05 diizeyinde 6nemli oldugu tespit edilmistir (Cizelge
4.10).

Inhibisyon zonu ile ilgili bulgularda goriildiigii gibi (Cizelge 4.10), saf doz harig
kullanilan ugucu yag dozlarmin kontrole gére dnemli bir inhibisyon zonu olusturmadigi
tespit edilmistir. Ugucu yag x doz interaksiyonunda en yiiksek inhibisyon zonunu 24
mm ile O. vulgare ugucu yagmin saf dozu vermis ve bunu sirasiyla O. onites, L.
stoechas ve R. officinalis izlemistir. Ugucu yaglarin tamamimnin DMSO (%10)’da
¢Oziindiirmeden uygulanan dozlar1 (saf doz) kontrole gore daha yiiksek bir inhibisyon
zonu olustururken, DMSO (%10) ile ¢oziindiiriirerek hazirlanan dozlarinda (250, 500,
1000 ve 5000 ppm) kontrole goére dnemli bir inhibisyon zonu olusmadig1 saptanmastir.

Ugucu yaglar igerisinde ortalama 7.20 mm inhibisyon zonu ile O. vulgare en
yiiksek degeri vermis ve bunu sirasiyla O. onites, L. stoechas ve R. officinalis izlemistir
(Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10’da belirtildigi gibi, pozitif kontrol (bakir siilfat) 22.30 mm
inhibisyon zonu ile O. vulgare’nin saf dozundan (24.00 mm) daha diisiik, diger ugucu
yaglarin saf dozlarindan ise daha yiliksek inhibisyon zonu olusturmustur. Bakir siilfat
ticari bir preparat olup, zenginlestirilmis bir formiilasyondur. Bunun film kaplama ile
domates tohumuna yiliklendiginde tohum yiizeyinde polimer vasitasiyla daha iyi
tutuldugu goriilmiistiir.

67



©meralyllmaz

Sekil 4.10. O. vulgare ugucu yag ile film kaplanan domates tohumlarinda inhibisyon
zonlarina ait goriintii
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Sekil 4.11. O. vulgare ugucu yagi uygulanan domates tohumlarinda inhibisyon
zonlarina ait goriintii
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Cizelge 4.10. Ucucu yaglar ile film kaplamanm tohumlarin inhibisyon zonu iizerine

etkisi
Ugucu yaglar Dozlar Zon ¢apt % Etki”
(ppm) (mm)
Bakar siilfat 22.30 86.00
Steril saf su 3.00° 0.00
L. stoechas 250 3.00 0.00
500 3.00 0.00
1000 3.00 0.00
5000 3.00 0.00
Saf doz 14.30 80.00
Ortalama 4.90 38.00
O. onites 250 3.00 0.00
500 3.00 0.00
1000 3.00 0.00
5000 3.00 0.00
Saf doz 22.50 86.00
Ortalama 6.90 56.00
O. vulgare 250 3.00 0.00
500 3.00 0.00
1000 3.00 0.00
5000 3.00 0.00
saf doz 24.00 88.00
Ortalama 7.20 62.00
R. officinalis 250 3.00 0.00
500 3.00 0.00
1000 3.00 0.00
5000 3.00 0.00
Saf doz 14.00 79.00
Ortalama 5.20 42.00
Dozlar 250 3.00 0.00
500 3.00 0.00
1000 3.00 0.00
5000 3.00 0.00
Saf doz 19.00 84.00
Ortalama 6.20 52.00
Inhibisyon zonu (mm)
Dozlar (ppm) L. stoechas O. onites O. vulgare R. officinalis Doz ortalamasi
250 3.00C 3.00C 3.00C 3.00C 3.00 ¢
500 3.00C 3.00C 3.00C 3.00C 3.00 ¢
1000 3.00C 3.00C 3.00C 3.00C 3.00c
5000 3.00C 3.00C 3.00C 3.00C 3.00 ¢
Saf doz 1430 B 22.50 A 24.00 A 14.00 B 19.00 b
Yag ortalamast  5.30 b 6.90 a 720" 5.20b
Bakaur siilfat 2230 A 22.30 a
Steril saf su 3.00C 3.00c

"Yag x doz interaksiyonuna ait ortalamalar biiyiik harf, yag ve dozlarin ortalamalari ise kiigiik harfler kullamilarak gruplandirilmustir.
Ayni biiylik ve kiiglik harf ile gosterilen uygulamalar arasindaki farkin istatiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir (Duncan’s
Multiple Range Test, P<0.01)

29%Etki inhibisyon zonu artisi olarak Soylu vd (2005)’e gére asagidaki formiile gore hesaplanmistir; %Etki:100-[(Kontroliin
inhibisyon zonu/Uygulamanin zonu) x 100]

*Domates tohumunun ¢ap1 yaklagik 3 mm kabul edilmistir

“Saf doz:%60 polimer +%40 su karisiminda %40°lik su yerine, ugucu yaglarm hig¢ ¢éziindiirmeden veya seyreltmeden direkt ilave
edilerek kaplanmasini ifade eder
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4.4.2. Ugucu yag film kaplamanin temiz tohum oranina etkisi

Temiz tohum orani1 6zellikle ugucu yaglar ile film kapli tohumlarda ugucu yaglar
ile film kaplamanin tohum kabugunda Cmm gelisimine etkisi yoniinden 6nemli bir
parametredir. Film kapli tohumlarda, ucucu yaglar ile film kaplamanmn tohum
kabugunda veya en azindan tohumun dis ylizeyinde Cmm gelisimine etkisini belirlemek
L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R. officinalis ugucu yaglarinin farkli dozlar1 (250,
500, 1000 ve 5000 ppm) ile kaplanan tohumlarda temiz tohum sayisi (adet) ve temiz
tohum orani (% etki) ile ilgili veriler elde edilmistir. Film kapli tohumlar Cmm ile
bulasik besiyerinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra her bir petride her bir
tohumun etrafinda Cmm koloni gelisimi gdzlenmis ve her bir uygulama i¢in 100 tohum
izerinden alinan temiz tohum sayis1 lizerinden veriler varyans analizine tabii
tutulmustur. Ortalamalar arasindaki farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
gruplandirilmistir.

Varyans analizi sonuglarina gore yag x doz interaksiyonunun, ugucu yaglarin ve
dozlarin temiz tohum sayisi lizerine etkisi (ugucu yag ile film kaplamanin domates
tohum kabugunda Cmm gelisimi iizerine engeleyici etkisi) P<0.01 diizeyinde istatistiki
olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.11).

Ugucu yag film kaplama tohum kabugunda Cmm gelisimini engellemis ve ayni
zamanda tohumda var olan Cmm’nin tohum kabugundan ¢ikarak besiyerinde gelisimine
olanak vermemistir. Cizelge 4.11°de belirtigi gibi ugucu yag x doz interaksiyonunda, L.
stoechas, O. onites ve O. vulgare’nin 500 ppm ve Ustii dozlarmin, R. officinalis’in ise
1000 ppm ve {ist dozunun %100 temiz tohum oran1 verdigi ve tohum kabugunda Cmm
gelisimini engelledikleri tespit edilmistir.

Ucgucu yaglar igerisinden %91 etki (temiz tohum orani) ile O. vulgare domates
tohum kabugundaki Cmm’ye karsi en yiiksek engeleyici etkiyi gdstermis ve bunu
strastyla O. onites, L. stoechas ve R. officinalis izlemistir (Cizelge 4.11).

Ucgucu yag dozlar1 agisindan ii¢ adet ucucu yagin (L. stoechas, O. onites, O.
vulgare) 500 ppm ve istii, bir adet ugucu yagin ise (R. officinalis) 1000 ppm ve {stii
dozlar1 domates tohum kabugunda Cmm gelisimini tamamen engellemis ve %100 temiz
tohum orani (% etki) vermistir (Cizelge 4.11).

Ticari bir {iriin olan bakir siilfat (nanobakir) Cizelge 4.11°de goriildiigii iizere
Cmm ile bulagik domates tohumlarinda tohum kabugunda Cmm’nin gelisiminine olanak
vermemistir. Bakir siilfat uygulanan tohumlarda da %100 temiz tohum oram elde
edilmistir.

Ucucu yaglar ile film kaplanan domates tohumlarinda, tohum kabugunda Cmm
gelisiminin takibi i¢in kurulan denemelerde kullanilan besi yerine antibiyotik ilave
edilmemistir. Benzer ¢aligmalarda besi yerinde hedef patojen disinda herhangi bir baska
bir patojenin veya saprofit gelisim istenmediginden besi yerine diisiik dozlarda
antibiyotik ilave edililir. Yapilan 6n ¢aligmalarda antibiotik ilave edilen besi yerlerinde
her ne kadar ¢ok diislik oranlarda antibiyotik kullanilsa da negatif kontrol olan steril saf
su uygulamasinda bile Cmm gelisimi engellendiginden denemeden saglikli sonug
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alimamacag1 goriilmiistiir. O nedenle besi yerine antibiyotik ilave edilmemis ve gelisen
saprofit ve diger patojenler de izole edilerek degerlendirme dis1 birakilmistir. Tohumun
birakildig1 ortamin nemli olmasindan dolay1 ugucu yag ile film kapli domates tohumlar1
besi yerine birakildiktan sonra, az ya da c¢ok biitiin uygulamalarda Fusarium spp. ve
saprofit gelisimler gorilmiistiir (Sekil 4.12 ve 4.13).

Cizelge 4.11. Ugucu yaglar ile film kaplamanin temiz tohum oranina etkisi

Ugucu Dozlar Temiz tohum sayisi Bulasik tohum sayisi % Etki

yaglar (ppm) (adet) (adet)

Steril saf su 0.00 100.00 0.00

Bakair siilfat 100.00 0.00 100.00

L. stoechas 250 36.00 64.00 36.00
500 100.00 0.00 100.00
1000 100.00 0.00 100.00
5000 100.00 0.00 100.00
Ortalama 84.00 16.00 84.00

O. onites 250 40.00 60.00 40.00
500 100.00 0.00 100.00
1000 100.00 0.00 100.00
5000 100.00 0.00 100.00
Ortalama 85.00 15.00 85.00

O. vulgare 250 64.00 36.00 64.00
500 100.00 0.00 100.00
1000 100.00 0.00 100.00
5000 100.00 0.00 100.00
Ortalama 91.00 9.00 91.00

R. officinalis 250 28.00 72.00 28.00
500 78.00 22.00 78.00
1000 100.00 0.00 100.00
5000 100.00 0.00 100.00
Ortalama 77.00 31.00 77.00

Dozlar 250 42.00 58.00 42.00
500 100.00 0.00 100.00
1000 100.00 0.00 100.00
5000 100.00 0.00 100.00
Ortalama 86.00 15.00 86.00

Temiz tohum sayisi (adet)

Dozlar (ppm) L. stoechas O. onites O. vulgare R. officinalis Doz ortalamasi

250 36.00 E 40.00 D 64.00 C 28.00F 42.00 b

500 100.00 A 100.00 A 100.00 A 78.00 B 100.00 a

1000 100.00 A 100.00 A 100.00 A 100.00 A 100.00 a

5000 100.00 A 100.00 A 100.00 A 100.00 A 100.00 a

Yag 84.00b 85.00b 91.00a' 77.00 ¢

ortalamasi

Bakaur siilfat 100.00 A 100.00 a

Steril saf su 0.00 G 0.00 ¢

'Yag x doz interaksiyonuna ait ortalamalar biiyiik harf, yag ve dozlarin ortalamalar: ise kiigiik harfler kullanilarak gruplandiriImustir.
Ayni biiylik ve kiiglik harf ile gosterilen uygulamalar arasindaki farkin istatiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir (Duncan’s
Multiple Range Test, P<0.01)

Her bir petriye 25 tohum, 25 x4 adet tohum/4 petri 1 tekerriir kabiil edilmistir. %etki degerleri Abbott formiiliine gore bulasik
tohum sayisi iizerinden hesaplanmistir. %Etki= Kontroliin bulasik tohum sayisi-Uygulamanin bulagik tohum sayisi / Kontroliin
bulasik tohum sayist x 100.
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Sekil 4.12. O. vulgare ugucu yag1 (5000 ppm) ile film kaplanan domates tohumlarinda
Cmm gelismemesine ait goriintli
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Sekil 4.13. Bakur siilfat ile film kaplanan tohumlarda Cmm gelismemesinin goriintiisii
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4.4.3. Ugucu yaglar ile film kaplamanin tohumda bakteri yogunluguna etkisine

Cmm tohum kabugunun yanisira embriyoda da tasinan fitobakteridir. Tohum
kabugunun altinda tasman bu bakteri ile yapilacak olan miicadele ¢aligmasinin igsel ve
digsal biitiin Cmm bulagikligia kars etkili olmasi gerekir. Tohumda bakteri yogunlugu
(log CFU/tohum) tohumdaki gercek bulasiklig1 tespit etmeye yonelik giivenilir bir
parametredir. Bu parametre ile Cmm ister tohum kabugunda olsun ister embriyoda
olsun tespit edilebilmektedir. Vakum inflitrasyonu ve c¢alkalama ile Cmm’nin
bulastirildigt domates tohumlar1 farkli ugucu yaglarin farkli dozlar1 ile film
kaplanmistir. 24 saat silire ile oda kosullarinda kurutulan bu tohumlarda basta 10®
CFU/ml yogunlukta bulastirilan Cmm’nin uygulamalardan sonra ne kadar yogunlukta
bulundugunu ve uygulamalarin ne kadar etkili oldugunu belirmek i¢in tohumdan
yapilan analizler ile log CFU/tohum degerleri belirlenmistir. Log CFU/tohum degerleri
tohum ekstraksiyonu sonrasi besi yerinde bakteri gelisimi takip edilmis ve bu sekilde
klasik olarak belirlenmistir. Klasik olarak tohumdan bakteri izolasyonu ile pozitif
bulunan uygulamalardan gelisen koloniler ise saflastirilarak DNA izolasyonu yapilmis
ve real time PCR’da bunlarin ger¢ekten Cmm kolonisi olup olmadig1 dogrulanmaistir.

4.4.3.1. Tohum ekstraksiyonu ve yar1 secici besi yerinde tohumda bakteri
yogunlugunun belirlenmesi

Tohum bulasikliginin risk olusturmamasi i¢in karantinaya tabii olan Cmm’nin
tohumda O oraninda bulunmasi istenmektedir. Dolayis1 ile embriyoda tasinan Cmm’ye
kars1 basarili bir tohum film kaplamasi i¢in 0 log CFU/tohum degerinin elde edilmesi
gerekmektedir. Diger bir ifade ile yapilan ugucu yaglar ile film kaplamanim %100 etkili
olmas1 hedeflenmistir. L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R. officinalis ugucu
yaglarinin farkli dozlar1 (250, 500, 1000 ve 5000 ppm) ile film kaplanan Cmm ile
bulasik domates tohumlarindan tohum ekstraksiyonu yapilmig, SCM besi yerinde
gelisen Cmm kolonileri iizerinden, logaritmik transformasyon yapilarak, log CFU
/tohum degerleri hesaplanmistir. Log CFU/tohum verileri lizerinden varyans analizi
yapilmis ve ortalamalar arasi farkliliklar Duncan c¢oklu karsilagtirma testine gore
gruplandirilmistir. Log CFU/tohum degerleri {izerinden Abbott formiiliine gore % etki
degerleri hesaplanmustir.

Cmm ile bulagik domates tohumuna film kaplama ile yiiklenen farkli ugucu
yaglarin farkli dozlarinin tohumda bakteri yogunluguna etkisini belirlemek iizere
yapilan film kaplamanin log CFU/tohum degerleri iizerine etkili oldugu tespit edilmistir.
Yapilan varyans analizi sonuglarina gore, log CFU/tohum degerleri iizerine yag x doz
interaksiyonunun, ugucu yaglarm ve dozlarin P<0.01 olasilik diizeyinde istatistiki olarak
onemli etkilerinin oldugu saptanmistir (Cizelge 4.12).

Aragtirma bulgularina ait Cizelge 4.12°de belirtildigi gibi, ugucu yag x doz
interaksiyonunda O. vulgare’nin 1000 ppm ve isti, O. onites, L. stoechas ve R.
officinalis’in 5000 ppm dozu 0 log CFU/tohum degeri vererek en yiiksek etkiyi
gostermislerdir. Ucucu yaglar icerisinde en diisiik log CFU/tohum degerini veren O.
vulgare en etkili ugucu yag olmus, bunu sirastyla O. onites, L. stoechas ve R. officinalis
izlemistir. Dozlar icerisinde 5000 ppm 0 log CFU/tohum degeri ile en etkili doz olmus,
dozlara bagl olarak log CFU/tohum degerinin diistiigii saptanmustir.
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Cizelge 4.12. Ugucu yaglar ile film kaplamanin tohumda bakteri yogunluguna etkisi-
tohum ekstraksiyonu ve SCM besi yerinde gelisim

Ucucu yaglar Dozla (ppm) Log CFU/tohum % Etki
Bakir siilfat 1.20 72.00
Steril saf su 4.24 0.00
L. stoechas 250 2.44 43.00

500 1.44 66.00

1000 1.32 67.00

5000 0.00 100.00

Ortalama 1.30 69.00
O. onites 250 1.90 55.00

500 1.30 69.00

1000 1.20 72.00

5000 0.00 100.00

Ortalama 1.10 74.00
O. vulgare 250 1.82 57.00

500 1.25 73.00

1000 0.00 100.00

5000 0.00 100.00

Ortalama 0.77 83.00
R. officinalis 250 2.82 34.00

500 2.22 48.00

1000 1.41 67.00

5000 0.00 100.00

Ortalama 1.62 62.00
Dozlar 250 2.25 47.00

500 1.54 64.00

1000 0.99 77.00

5000 0.00 100.00

Ortalama 1.20 72.00

Tohumda bakteri yogunlugu (log CFU/tohum)

Dozlar (ppm) L. stoechas 0. onites 0. vulgare R. officinalis Doz ortalamasi
250 2.44 K 1.901 1.82 H 2.82L 2.25e
500 1.44 G 1.30D 1.25C 2221 1.54d
1000 1.32E 1.20B 0.00 A 1.41F 0.99b
5000 0.00 A 0.00 A 0.00 A 0.00 A 0.00 a
Yag ortalamast 1.30 ¢ 1.10b 0.77 a 1.61d
Bakair stilfat 1.20B 1.20¢
Steril saf su 424 M 4.24 f

'Yag x doz interaksiyonuna ait ortalamalar biiyiik harf, yag ve dozlarin ortalamalari ise kiigiik harfler kullanilarak gruplandiriImustir.
Ayni biiylik ve kiiglik harf ile gosterilen uygulamalar arasindaki farkin istatiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir (Duncan’s
Multiple Range Test, P<0.01)

2 %Etki Abbott formiiliine gore hesaplanmustir:%Etki: Kontrol-Uygulama / Kontrol x 100

4.4.3.2. Farklh ucucu yaglar ile film kaph domates tohumlarinda Cmm’nin real
time PCR ile belirlenmesi

Tohum ekstraksiyonu ile yari secici besi yerinde Cmm’nin tespitinde olasi
yanilgilarin ve yanlis sonuclarin dniine gecilmesi amaclanmistir. L. stoechas, O. onites,
O. vulgare ve R. officinalis ugucu yaglarnm farkli dozlar1 (250, 500, 1000 ve 5000
ppm) ile kaplanan Cmm ile bulasik domates tohumlarindan tohum ekstraksiyonu
yapilmig, SCM besi yerinde gelisen Cmm kolonileri saflastirilarak DNA izolasyonu
(Promega DNA izolasyon kiti) yapilmistir. EK-1’de verilen protokole goére yapilan
izolasyondan sonra, uygulamalara ait DNA o6rnekleri real time PCR’da analiz edilmigtir.
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SCM besi yerinde 0 log CFU/tohum degerini veren, O. vulgare ugucu yaginin
5000 ppm’lik dozu, referans Cmm izolatinin gosterdigi pik veya erime egrisine gore
esik degerin altinda kalarak negatif sonu¢ vermis ve burada Cmm gelisimi olmadig1
dogrulanmustir (Sekil 4.13).

Ugucu yag ile film kaplanan tohumlardan yapilan ekstraksiyonun besi yerine
yayma ve burada koloni gelisiminin takibi ve sayimi sonuglarinda biitiin ugucu yaglarin
5000 ppm’lik dozunda Cmm gelisimi goriilmezken, real time PCR sonuglarina gore, R.
officinalis’nin 5000 ppm’lik dozundan yapilan tohum ekstraksiyonu Cmm agisindan
pozitif sonu¢ vermistir. Cizelge 4.13’de belirtildigi gibi, doz artisina bagl olarak
ortalama Ct degerlerinin de artig1 ve O. vulgare’nin 1000 ppm ve iistii dozlarinda, L.
stoechas ve O. onites’in 5000 ppm’de Ct’degeri 35’in {istiine ¢ikmis ve Cmm agisindan
negatif deger vermistir. R. officinalis’te ise doz artisina bagl olarak Ct degerleri artmas,
hicbir dozda 35’iin {stiine ¢ikmamig ve biitiin dozlar Cmm agisindan pozitif sonug
vermistir.

Cmm tohumda embriyo ve tohum kabugunda tasindigindan, karantina etmeni
olmasi ve 10" CFU/ml bulagikhigin bile biitiin tohum lotunu bulastirma riski nedeni ile,
0 bulasiklik istenmektedir. Yapilan tohum film kaplamanin da etkili olabilmesi i¢in
%100 temiz tohum orami ve 0 log CFU/tohum degerini vermesi gerekmektedir.
Besiyerinde (SCM) gelisim ve real time PCR sonuclarina gore, O. vulgare’nin 1000
ppm ve istii, L. stoechas ve O. onites’in 5000 ppm ve iistli dozlar1 0 log CFU/tohum
degeri verdiklerinden c¢alismanin hedefine yonelik ugucu yag film kaplama
uygulamalar1 olmustur (Cizelge 4.12 ve Cizelge 4.13).

0. vulgare’nin 5000 ppm dozundan yapilan DNA’nin PCR i¢in negatif kontrol
olan suya yakin bir deger vererek Cmm gelisimi agisindan negatif sonu¢ vermistir. PCR
icin pozitif kontroliin (direkt Cmm 3/1A izolatina ait DNA’nin) ve deneme i¢in negatif
konroliin (steril saf su, Cmm ile bulasik tohum sadece su+polimer karigimi ile
kaplanmasi) tohum ekstraksiyonundan izole edilen DNA, 88 °C’deki erime egrisi ile
ayni1 pikleri vermisler ve her ikisinin de Cmm olduklar1 dogrulanmistir. PCR i¢in negatif
kontrol olan saf su ise hi¢ pik vermeyerek sonuglari teyit etmistir (Sekil 4.13).

Tohum ekstraksiyonu ve besi yerinde gelisim sonucunda R. officinalis’m diger
biitiin dozlarinda tohumda bulasiklik oldugu tespit edilirken, 5000 ppm dozunda 0 log
CFU/tohum degeri elde edilmistir (Cizelge 4.12). Fakat ayni1 dozun real time PCR ile
dogrulamasinda 34 Ct degeri ile bu dozda ugucu yag uygulamasinin tohumdaki Cmm’yi
tamamen yok etmedigi ve Cmm agisindan pozitif sonug¢ verdigi goriilmiistiir. Bu ilging
bir bulgudur. Tohum ekstraksiyonu ve besiyerinde gelisim degerleri R. officinalis’in
5000 ppm dozunun etkili oldugu ve basarili bir sonu¢ alindigini géstermistir. Fakat real
time PCR sonuclar1 R. officinalis’in 5000 ppm dozunda az da olsa Cmm agisindan
bulasiklik oldugunu ortaya ¢ikarmustir. Bu aragtirma bulgusu R. officinalis’in 5000 ppm
dozunun 0 log CFU/tohum degeri ile domates tohumunda Cmm geligimini tamamen
engelledigi ve %100 etkili bir uygulama oldugu yanilgisini ortadan kaldirmistir (Cizelge
4.13).
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Cizelge 4.13. Ucucu yag ile film kaplanan domates tohumlarinin ekstraksiyonundan

Cmm gelisiminin real time PCR ile tespiti ve ortalama Ct degerleri

Uygulamalar/dozlar (ppm) Ortalama Ct <Ct (35) > Pozitif (+) / Negatif ( -)
Cmm 3/1A* 18.00 < +
Steril saf su® 19.00 < +
Bakar siilfat’ 32.00 < +
Su' 0.00 0.00 -
L. stoechas

250 28.00 < +
500 32.00 < +
1000 33.00 < +
5000 0.00 0.00 -
O. onites

250 29.00 < +
500 28.00 < +
1000 30.00 < +
5000 0.00 0.00 -
O. vulgare

250 30.00 < +
500 34.00 < +
1000 0.00 0.00 -
5000 0.00 0.00 -
R. officinalis

250 23.00 < +
500 29.00 < +
1000 33.00 < +
5000 34.00 < +

'PCR igin negatif kontrol, “Deneme i¢in pozitif kontrol, *Deneme igin negatif kontrol, “Deneme ve PCR igin pozitif kontrol
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1:=Cmm 3/1A (pozitif kontrol), =:0. vulgare 5000 ppm, == :Steril saf su (Cmm bulasik tohum+uygulama yapilmamis
tohum), —: su (Real time PCR i¢in kontrol).

Sekil 4.14. Ugucu yag ile film kaplanan domates tohumlarinda Cmm’nin real time PCR
ile tespitine ait goriintii
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4.4.4. Ugucu yag film kaplamanin ¢cimlenme oranina etkisi

Tohum uygulamalarina benzer sekilde film kaplamada da hedef patojenin
gelisiminin Onlenmesi amaci ile tohuma yiikklenen ugucu yagm tohumun ¢imlenme
orani, ¢ikig orani, ¢imlenme zamani gibi tohum kalitesine yonelik parametreleri
olumsuz etkilememesi gerekmektedir. Ucucu yaglarin film kaplama ile domates
tohumuna yiiklenmesinin tohumun ¢imlenme orant ve ¢imlenme zamani gibi
parametreleri nasil etkilediginin belirlenmesi hedeflenmistir. Domates tohumlar1 L.
stoechas, O. onites, O. vulgare ve R. officinalis ugucu yaglarinin 4 farkli dozu (250,
500, 1000 ve 5000 ppm) ile film kaplanmigtir. Film kapli domates tohumlarinda
cimlenen tohum sayis1 (adet), ¢imlenme orani (%) ve ortalama ¢imlenme zamani (giin)
ile ilgili degerler almarak, ugucu yaglar ile film kaplanan domates tohumunun ¢imlenme
oranindaki degisim arastirilmistir.

Yapilan gozlemler sonucunda film kaplamada kullanilan polimerin ve ugucu
yaglarin kokgiik ¢ikisina engel bir bariyer olusturmadiklar1 goriilmiistiir. Ugucu yag ve
doza bagl olarak, hemen hemen biitiin uygulamalarda tohumdan kokgiik cikiginin
gerceklestigi tespit edilmistir. Polimerin hidrofilik (suyu seven) yapisi ile ugucu yaglar
ile film kaplama sonrasi ¢imlendirme denemelerinde ¢imlenme suyuyla kolaylikla
dagildigi ve tohumun c¢imlenme igin su ve oksijen aliminina olanak verdigi tespit
edilmistir. Kokeiik cikiglar1 agirlikli olarak iigiincii giinde yogunlagmustir (Sekil 4.15).

Sekil 4.15. O. vulgare ugucu yag1 (5000 ppm) ile film kaplanan domates tohumlarinda
ticlincii giinde kokeiik cikislar: ve tohum ¢imlenmesine ait goriintii

Yapilan varyans analizi sonuglarina gore domates tohumlariimn ¢imlenen tohum
sayist ve cimlenme orani lizerine film kaplama ile tohuma yiiklenen yag x doz
interaksiyonunun, ugucu yaglarin ve dozlarmn P<0.05 olasilik diizeyinde istatiski olarak
onemli etkilerinin oldugu saptanirken, ayni parametrelerin swrasiyla (P=0.0856,
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P=0.2040 ve P=0.2530) ¢cimlenme zamani iizerine istatistiki olarak 6nemli bir etkisinin
olmadig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. Ugucu yaglar ile film kaplamanin domates tohumlarmin ¢imlenme oranina

etkisi

Ugucu Dozlar Cimlenen tohum sayis1 Cimlenme orani Ortalama Cimlenme zamant
yaglar (ppm) (adet) (%)° (giin)®
Steril saf su 46.00 91.00 3.40
Bakar stilfat 44.00 88.00 3.40
L. stoechas 250 44.00 88.00 3.00

500 42.00 84.00 3.00

1000 40.00 80.00 3.00

5000 37.00 74.00 3.40

Ortalama 41.00 82.00 3.10
O. onites 250 41.00 82.00 3.00

500 38.00 76.00 3.00

1000 37.00 74.00 3.00

5000 35.00 70.00 3.60

Ortalama 38.00 76.00 3.20
O. vulgare 250 39.00 78.00 3.00

500 37.00 74.00 3.10

1000 36.00 72.00 3.20

5000 32.00 64.00 3.20

Ortalama 36.00 72.00 3.10
R. officinalis 250 41.00 82.00 3.10

500 40.00 80.00 3.00

1000 39.00 78.00 3.20

5000 36.00 72.00 3.20

Ortalama 39.00 78.00 3.10
Dozlar 250 41.00 82.00 3.00

500 39.00 78.00 3.00

1000 38.00 76.00 3.10

5000 35.00 70.00 3.40

Ortalama 38.00 76.00 3.10

Cimlenen tohum sayisi (adet)
Dozlar (ppm) L. stoechas 0. onites 0. vulgare R. officinalis Doz ortalamasi
250 44.00 A 41.00 C 39.00E 41.00 C 41.00b
500 42.00 B 38.00 F 37.00 G 40.00 D 39.00 ¢
1000 40.00 D 37.00 G 36.00 H 39.00E 38.00d
5000 37.00 G 35.00 I 32.001 36.00 H 35.00e
Yag ortalamasi 41.00 a' 38.00 ¢ 36.00d 39.00 b
Bakaur stilfat 46.00 A 46.00 a
Steril saf su 44.00 A 44.00 a
Ortalama ¢imlenme zamani (giin)

Ucucu yag P=0.2040
Doz P=0.2530
Ugucu yag x doz P=0.0856

'Yag x doz interaksiyonuna ait ortalamalar biiyiik harf, yag ve dozlarin ortalamalari ise kiigiik harfler kullamilarak gruplandirilmustir.
Ayni biiytiik ve kiigtik harf ile gosterilen uygulamalar arasindaki farkin istatiksel olarak onemli olmadigim gosterir (Duncan’s
Multiple Range Test, P<0.05)

*Ugucu yaglar ile film kaplanan tohumlardan 4 x 50 adet tohum her bir uygulama igin filtre kagitlari arasinda ¢imlenme testine
almmustir. 3.giinden itibaren giinliik sayimlarin aritmetik ortalamasi alinarak ¢imlenme orani (%) ve ortalama ¢imlenme zamani
(glin) belirlenmistir

Cizelge 4.14°de belirtildigi gibi, ugucu yag x doz interaksiyonunda 44 adet
cimlenen tohum sayisi ile L. stoechas’m 250 ppm dozu en yiiksek degeri ve dolayisi ile
en yiiksek ¢cimlenme oranmi verirken, 32 adet ile O. vulgare’nin 5000 ppm dozu en
diisiik ¢imlenen tohum sayis1 ve ¢imlenme oranini vermistir.
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Ucgucu yag ve dozlarm kontrollere (bakir siilfat ve saf su) gore, cimlenme oranini
diistirdiigii, uygulamalar igerisinde en yliksek ¢imlenme oranini L. stoechas ve en diisiik
ise O. vulgare ugucu yaglarmin verdigi tespit edilmistir. Doz artisina bagl olarak biitiin
ucucu yaglarda ¢imlenen tohum sayist ve ¢imlenme oranmin diistiigii saptanmistir.
Dozlar igerisinde en yiiksek doz olan 5000 ppm en diisiik (35 adet, %70), 250 ppm ise
en yiikksek ¢imlenen tohum sayisi ve ¢imlenme oranini vermistir (41 adet, %82) (Cizelge
4.14).

Yag x doz interaksiyonu, ugucu yaglar ve dozlar domatesin ortalama ¢imlenme
zamanini1 degistirmemistir. Kontrollerin (Bakir siilfat ve saf su) ortalama g¢imlenme
zamani 3.4 giin iken, ucucu yag uygulamalarinda ortalama ¢imlenme zamaninin 3.0-3.4
giin arasinda degisim gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.14).

4.4.5. Ucucu yaglar ile film kaplamanin cikis oranina etkisi

Ucucu yaglar ile film kapli domates tohumlarnin pratikte kullanilan fide
yetistirme harcindaki ¢ikis orani ve iiniform fide ¢ikisina dair etkilerinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Domates tohumlar1 L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R. officinalis
ucucu yaglarinin 4 farkli dozu (250, 500, 1000 ve 5000 ppm) ile film kaplanmistir. Film
kapl domates tohumlarinda ¢ikan tohum sayis1 (adet), ¢ikis orani (%) ve ortalama ¢ikis
zamani (giin) ile ilgili degerler alnarak, ugucu yaglar ile film kaplamanin domates
tohumunun ¢ikis oranindaki ve ¢ikis zamanindaki degisime etkisi aragtirilmistir.

Varyans analizi sonuglarma gore, yag x doz interaksiyonunun ¢ikan tohum sayisi
iizerine etkisi onemsiz (P=0.9998) tespit edilirken, ugucu yaglarin ve dozlarin ¢ikan
tohum sayis1 ilizerine etkisi P<0.05 olasilik diizeyinde istatistiki olarak Onemli
bulunmustur. Yag x doz interaksiyonunun ve ucucu yaglarin sirasiyla ortalama
cimlenme zamamni iizerine etkileri istatiksel olarak ©nemsiz bulunurken (P=0.5123,
P=0.2940), dozlarinin ise P<0.05 olasilik diizeyinde istatistiki olarak 6nemli etkisinin
oldugu, yiiksek dozlar ile diisiik dozlarin ayr1 gruplarda yer aldig: tespit edilmistir
(Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15°de belirtildigi gibi, ugucu yaglar igerisinden origanum tiirleri en
diisiik ¢imlenen tohum sayis1 ve ¢imlenme oranini vererek ayni istatistiki grup iginde
yer almiglardir. Benzer sekilde en yliksek ¢imlenme oranmi veren L. stoechas ve R.
officinalis’te ayn1 grupta yer almislar ve ¢ikis oranlar1 agisindan ikisi arasinda dnemli
bir farklilik tespit edilememistir.

Doz artisina bagl olarak c¢ikan tohum sayisi ve ¢ikis orani diigmiis, en yliksek
¢ikis oranini en diisiik doz olan 250 ppm vermistir. Ugucu yaglar ile dozlarin ¢ikis orani
iizerine etkilerinde negatif linear bir ikiski oldugu (°=0.94) tespit edilmistir (Cizelge
4.15).

Film kaplama ile domates tohumuna yiiklenen ugucu yag ve dozlar domates
tohum c¢ikis zamanininda bir degisime neden olmamistir. Kontrollerin ortalama ¢ikis
zaman1 3.4-3.5 giin iken, ugucu ya ve dozlarin ortalama ¢ikis zamani 3.0-3.7 giin
arasinda degisim gostermistir (Cizelge 4.15). Ucgucu yag ile film kaplanan domates

79



tohumlarmin ¢ikis zamanlarinin kontrole gore cok fazla degismemesi, fidelikte
yetistirme harcinda tiniform ¢ikis i¢in 6nemlidir.

Cizelge 4.15. Ugucu yaglar ile film kaplamanin domates tohumlarinin ¢ikis oranina
etkisi

Ucucu yaglar Dozlar (ppm) Cikan tohum sayis1 (adet)’ Cikis orani (%)° Cikis zamani (giin)*

Bakir siilfat 22.00 86.00 3.50

Steril saf su 23.00 92.00 3.40
250 22.00 86.00 3.00

L. stoechas 500 22.00 83.00 3.20
1000 20.00 80.00 3.60
5000 19.00 75.00 3.60
Ortalama 20.00 81.00 3.40
250 21.00 82.00 3.20

O. onites 500 20.00 78.00 3.20
1000 18.00 72.00 3.20
5000 17.00 69.00 3.50
Ortalama 19.00 75.00 3.30
250 20.00 80.00 3.00

O. vulgare 500 19.00 77.00 3.40
1000 18.00 73.00 3.60
5000 18.00 70.00 4.00
Ortalama 19.00 75.00 3.50
250 21.00 84.00 3.40

R. officinalis 500 20.00 80.00 3.60
1000 20.00 78.00 3.40
5000 18.00 73.00 3.70
Ortalama 20.00 79.00 3.50
250 22.00 88.00 3.10

Dozlar 500 20.00 80.00 3.30
1000 19.00 76.00 3.50
5000 18.00 71.00 3.70
Ortalama 20.00 79.00 3.40

Ucgucu Yag L. stoechas O. onites O. vulgare R. officinalis Bakir siilfat Saf su

CTS 20.00 C 19.00 D 19.00 D 20.00 C! 22.00 B 23.00 A

CZ P=0.2940

Dozlar (ppm) 250 500 1000 5000

CTS 22.00b 20.00 ¢ 19.00d 18.00 e 22.00b 23.00a

CZ P=0.2020

Ugucu yag x doz

CTS P=0.9998

CZ P=0.5123

'Yaglara ait ortalamalar biiyiik harf, dozlara ait ortalamalar ise kiigiik harf ile gésterilmistir. Ayni biiyiik ve kiiiik harf ile gosterilen
uygulamalar arasindaki farkin istatiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir (Duncan’s Multiple Range Test, P<0.05)

*Ugucu yaglar ile film kaplanan tohumlardan 4 x 50 adet tohum her bir uygulama igin filtre kagitlari arasinda ¢imlenme testine
almmustir. 3.giinden itibaren giinliik sayimlarin aritmetik ortalamasi alinarak ¢imlenme orant (%) ve ortalama ¢imlenme zamani
(glin) belirlenmistir. CTZ: Cikan tohum say1si, CZ: Cikis zamani

4.4.6. Ucucu yag film kaplamanin fidede bakteri yogunluguna etkisi

Tohumla taginan Cmm’nin tohumdan fideye geg¢isi ile fideler ve dolayisi ile
biitiin fidelik bulasik hale gelebilmektedir. Cmm’nin tohumdan fideye gecisine dair
farkli bilgiler olsa da, diisiik bir bulasikligin bile gecme olasilig1 dikkate alinmak
durumundadir. Tohum lotu igerisinden yapilan O6rneklemede 10 000 adet domates
tohumundan 1 tanesinin bile Cmm ile bulasik olmasi biitiin tohum lotunu ve fideligi
bulastirabilmekte ve epidemi olusturabilmektedir. Her ne kadar tohumda bakteri
yogunlugu (log CFU/tohum) degerleri belirlense de, bu tohumlardan gelisen fidelerde
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de bakteri yogunlugunun belirlenmesi gerekmektededir. Cmm ile bulagik domates
tohumlarina farkli ugucu yaglarin farkli dozlar1 film kaplama ile yiliklenmistir.
Laboratuvar kosullarinda her biri ayr1 petride ¢imlendirilen 25 adet fidecik ve serada
c¢ikan fidelerin kotiledon yapraklarindan 6rnekler alinmistir. Bunlar doku pargalayici ile
ekstrakte edildikten sonra, yarisecici besi yerinde gelisime birakarak, gelisen koloniler
tek tek sayilarak fidede bakteri yogunlugu (log CFU/fide) belirlenmistir. Besi yerinde
gelisen koloniler saflagtirilmis ve DNA izolasyonu yapilmis ve EK-1’de verilen
protokole gore real time PCR’da fidelerde Cmm olup olmadigi dogrulanmastir.

4.4.6.1. Fide ekstraksiyonu ve yan secici besi yerinde fidede bakteri yogunlugunun
belirlenmesi

Cmm bulasikligmin yapilan ugucu yaglar ile film kaplama sonucu fideye gecip
gecmedigi, 0 log CF/tohum veren uygulamalarin, 0 log CFU/fide verip vermedigi
belirlenmistir. L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R. officinalis ugucu yaglarinin farkl
dozlar1 (250, 500, 1000 ve 5000 ppm) kaplanan Cmm ile bulasik domates
tohumlarindan in vitro kosullarda gelisen fideciklerden (her bir uygulama icin 25 adet)
ve serada ¢ikis yapan fidelerin kotiledon yapraklarindan fide ekstraksiyonu yapilmistir.
SCM besi yerine yayma yapilmis ve gelisen Cmm kolonileri {izerinden logaritmik
transformasyon yapilarak log CFU /fide degerleri hesaplanmistir. Log CFU/fide verileri
iizerinden varyans analizi yapilmis ve ortalamalar arasi farkliliklar Duncan coklu
karsilagtirma testine gore gruplandirilmistir. Log CFU/fide degerleri lizerinden Abbott
formiiliine gore % etki degerleri hesaplanmustir.

Cmm ile bulasik domates tohumuna film kaplama ile yiiklenen farkli ugucu
yaglarin farkli dozlarinin tohumda bakteri yogunluguna etkisini belirlemek {izere
yapilan film kaplamanin log CFU/tohum degerleri {lizerine oldugu gibi fidede bakteri
yogunlugu (log CFU/fide) iizerine de etkili oldugu tespit edilmistir. Varyans analizi
sonuglarma gore, log CFU/fide degerleri iizerine yag x doz interaksiyonunun, ugucu
yaglarin ve dozlarm P<0.01 olasilik diizeyinde istatistiki olarak Onemli etkilerinin
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16’da goriildiigii lizere ugucu yag x doz interaksiyonunda 1000 ppm
ve Ustli dozlarda O. vulgare 0 log CFU/fide degeri ile fidedeki Cmm’ye karsi en etkili
ucucu yag olmustur. Genel olarak, O. vulgare’nin 1000 ppm ve iistii dozlar1, O. onites,
L. stoechas ve R. officinalis’in ise 5000 ppm ve iistii dozlar1 0 degeri vererek calismanin
amacina en uygun uygulamalar olarak saptanmis ve istatistiki olarak digerlerinden farkl
grupta yer almislardir.

Ucgucu yaglar icerisinde 0.71 log CFU/fide degeri ile O. vulgare en diisiik log
CF/fide degerini vererek fidedeki Cmm’ye kars1 en yiiksek etkili (%84 etki) ucucu yag
olarak tespit edilmistir. Onu sirastyla O. onites, L. stoechas ve R. officinalis izlemis ve
biitlin ugucu yaglar istatistiki olarak farkli gruplarda yer almislardir. Origanum tiirii
kekik ucucu yaglar: film kaplama ile tohumdaki Cmm’nin gelisimini engelleyen, fideye
gecmesini Onleyen ve fidedeki Cmm’yi inhibe eden en yiiksek etkili ugucu yaglar olarak
tespit edilmistir (Cizelge 4.16).
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Cizelge 4.16°da gosterildigi gibi doz artigina bagl olarak fidelerde log CFU/fide
degeri diismiistiir. En yliksek doz olan 5000 ppm L. stoechas, O. onites ve O. vulgare’de
0 log CFU/fide degeri verirken, 250 ppm’de biitiin ugucu yaglarda Cmm geligmistir.

Cizelge 4.16. Ugucu yaglar ile film kaplamanimn fidede bakteri yogunluguna etkisi-fide
ekstraksiyonu ve SCM besi yerinde gelisim

Ugucu yaglar Dozlar (ppm) Log CFU /fide % Etki
Bakar silfat 1.22 71.00
Steril saf su 4.30 0.00
L. stoechas 250 2.44 43.00
1000 1.32 69.00
500 1.43 67.00
5000 0.00 100.00
Ortalama 1.30 70.00
O. onites 250 1.78 58.00
500 1.34 69.00
1000 1.24 71.00
5000 0.00 100.00
Ortalama 1.09 75.00
O. vulgare 250 1.74 60.00
500 1.11 74.00
1000 0.00 100.00
5000 0.00 100.00
Ortalama 0.71 84.00
R. officinalis 250 2.83 34.00
500 1.87 56.00
1000 1.41 67.00
5000 0.00 100.00
Ortalama 1.53 64.00
Dozlar 250 2.20 49.00
500 1.41 67.00
1000 0.98 77.00
5000 0.00 100.00
Ortalama 1.15 73.00
Fidede bakteri yogunlugu (log CFU/fide)
Dozlar L. stoechas O. onites O. vulgare R. officinalis Doz ortalamasi
250 2.44 H 1.78 F 1.74 F 2.831 2.20e
500 1.43E 1.34D 1.11B 1.87 G 1.41d
1000 1.32D 1.24C 0.00 A 1.41 E 0.98 b
5000 0.00 A 0.00 A 0.00 A 0.00 A 0.00 a
Yag ortalamasi 1.30 c 1.09b 0.71a' 1.53d
Bakaur siilfat 1.22C 1.22¢
Steril saf su 4301 430f

'Yag x doz interaksiyonuna ait ortalamalar biiyiik harf, yag ve dozlarin ortalamalar: ise kiigiik harfler kullanilarak gruplandiriImustir.
Ayni biiylik ve kiiglik harf ile gosterilen uygulamalar arasindaki farkin istatiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir (Duncan’s
Multiple Range Test, P<0.01)

29%Etki Abbott formiiliine gore hesaplanmistir. %Etki: Kontrol-Uygulama/Kontrol x 100

4.4.6.2. Farkh ucucu yaglar ile film kaph domates tohumlarindan gelisen fidelerde
Cmm’nin real time PCR ile belirlenmesi

L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R. officinalis ugucu yaglarmin farkli dozlar1

(250, 500, 1000 ve 5000 ppm) ile kaplanan Cmm ile bulasik domates fidelerinden fide
ekstraksiyonu yapilmig, SCM besi yerinde gelisen Cmm kolonileri saflagtirilarak DNA
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izolasyonu yapilmustir. Izolasyondan sonra, EK-1’de verilen protokole gére fidelerde
Cmm’nin tespitine yonelik real time PCR ile analiz edilmistir.

Cmm’nin tohumda karantina prosediirleri geregi istenen 0 bulasiklik degerini O
log CFU/fide ile O. vulgare’nin 1000 ppm ve istii, L. stoechas ve O. onites’in ise 5000
ppm dozlarinin verdigi, real time PCR sonuclar1 da ortliserek, calismanim amacina
uygun ugucu yaglar ve dozlar olduklar1 goriilmiistiir. Fide ekstraksiyonu ve yar1 segici
besi yerinde gelisme verilerine gore 0 log CFU/fide veren R. officinalis’in 5000 ppm
dozunun ise real time PCR analizi sonuglarinin 34 Ct degeri ile Cmm agisindan pozitif
sonug verdigi tespit edilmistir. Real time PCR sonuglarma gore R. officinalis’in higbir
dozu 0 log CFU/fide degerini vermediginden amaca uygun basarili bir uygulama
olmadig tespit edilmistir (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17°de gosterildigi gibi doz artisina bagl olarak Ct degerlerinin de
artig1 goriilmiistiir. Ugucu yag dozlar1 ve Ct degerleri arasinda pozitif dogrusal bir iliski
oldugu saptanmistir. Denemenin pozitif kontrolleri olan Cmm 3/1A izolatinin saf
kiiltiriinden elde edilen DNA’lar ile bunun domates tohumuna bulastirilmas: ve
sonrasinda sadece sutpolimer karisimi ile film kaplanan tohumlardan izole edilen
DNA’nin yakin Ct degeri verdigi ve Cmm acisindan pozitif oldugu tespit edilmistir.
Sadece su ile film kaplanan Cmm ile bulagik domates tohumlarindan tekrar elde edilen
kolonilerin Cmm oldugu real time PCR ile teyit edilmis ve Cmm 3/1A ile tohum
bulastirilmasinin basarili oldugu saptanmistir.

Cmm ile bulasik domates tohumlarinin ugucu yaglar ile film kaplanmasi sonrasi,
kapli tohumlardan elde edilen Cmm DNA’larmin, Cmm agisindan pozitif
uygulamalariin esik degerin iistiinde yer aldig1 ve yaklasik erime noktalarmin (melt
curve) 88°C oldugu tespit edilmistir. Cmm agisindan negatif sonug¢ veren uygulamalarin
(O. vulgare’in 1000 ppm ve {istii, L. stoechas ve O. onites’in 5000 ppm) esik degerin
altinda kaldig1 saptanmistir. Cmm agisindan negatif sonu¢ veren uygulamalara ait
DNA’larin, real time PCR icin negatif kontrol olan su, gram negatif bakteriler (X.
vesicatori, A. Citrulli) ve saprofit gelisimlere (3 adet) ait DNA’lar ile ayni pikleri
verdikleri tespit edilmistir (Sekil 4.16).

Diger taraftan, ucucu yag ile film kapli tohumlardan tohum ekstraksiyonu ve
besi yerinde gelisim ile elde edilen ve real time PCR analizi ile de dogrulanan log
CFU/fide degerlerini, ayni tohumlardan yapilan c¢ikis testlerinde gorilen Cmm
simptomlar1 da desteklemistir. Cikis testlerinde serada Cmm ile bulasik domates
tohumuna sadece su ile kaplanan (negatif kontrol) uygulamasinda viyolde siradaki
biitiin fidelerin kotiledon yapraklarinda epidermis patlamasi oldugu ve solgunluk
belirtileri goriilerek tamaminin 6ldigi tespit edilmistir (Sekil 4.19). Ugucu yag
uygulamalarinda tipki real time PCR sonuglar1 gibi, O. vulgare’nin 1000 ve 5000 ppm,
L. stoechas ve O. onites’in ise 5000 ppm dozlarinda viyolde siradaki hi¢bir fidede Cmm
simptomu gdzlenmemis ve fidelerin tamamen saglikli oldugu saptanmistir. Belirtilen
dozlarm disinda fidelerde doza bagli olarak kotiledon ve fide simptomlar:
gbzlemlenmistir (Sekil 4.16, Sekil 4.17 ve Sekil 4.19).
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Cizelge 4.17. Ucucu yaglar ile film kaplanan domates tohumlarindan gelisen fidelerin
ekstraksiyonunda Cmm’nin real time PCR ile tespiti ve ortalama Ct

degerleri
Ugucu yaglar ve dozlar (ppm)  Ortalama C, <G (35> Pozitif (+) / Negatif (-)
Cmm 3/1A° 18.00 < +
Steril saf su’ 19.00 < +
Bakir siilfat” 32.00 < +
Su' 0.00 0.00 -
L. stoechas.
250 27.00 < +
500 32.00 < +
1000 33.00 < +
5000 0.00 0.00 -
O. onites
250 29.00 < +
500 28.00 < +
1000 30.00 < +
5000 0.00 0.00 -
O. vulgare
250 30.00 < +
500 34.00 < +
1000 0.00 0.00 -
5000 0.00 0.00 -
R. officinalis
250 23.00 < +
500 28.00 < +
1000 34.00 < +
5000 34.00 < +

'PCR igin negatif kontrol, “Deneme i¢in pozitif kontrol,’Deneme igin negatif kontr-ol,4 Deneme ve PCR ig¢in pozitif
kontrol.

Her bir pik farkli bir uygulamay1 gosterir. O. vulgare’nin 1000 ve 5000 ppm, L. stoechas ve O. onites’in 5000 ppm,
X. vesicatori, A. citrulli, saprofit gelisimlere (3 adet) ait uygulamalar PCR i¢in negatif kontrol olan su (yesil diiz
¢izgi) ayn1 piki gostermis ve esik degerin altinda kalarak Cmm agisindan negatif sonu¢ vermistir. Diger biitiin
uygulamalar pozitif kontrol olan Cmm 3/1A izolat1 (pempe diiz ¢izgi) ile ayn1 piki gostererek Cmm agisindan pozitif
sonug vermistir. Cmm agisindan pozitif piklerin erime sicakligi 88°C’dir.

Sekil 4.16. Ucucu yag ile film kaplanan domates tohumlarindan gelisen fidelerde
Cmm’nin real time PCR ile tespitine ait goriintii
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Sekil 4.17 O. vulgare ugucu yag: ile film kapli tohumlardan gelisen fidelerde Cmm
lezyonlarmin ve saglikli fidelerin goriintiisii
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Sekil 4.18. O. onites ugucu yagi ile film kapl tohumlardan gelisen fidelerde Cmm
lezyonlarinin ve saglikli fidelerin goriintiisii
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Sekil 4.19. L. stoechas ugucu yagi ile film kapli tohumlardan gelisen fidelerde Cmm
lezyonlarmin ve saglikli fidelerin goriintiisii

4.5. Ucucu yag film kaplamanin hazr fide iiretim kosullarinda bazi tohum ve fide
kalite parametrelerine etkisinin belirlenmesine yonelik bulgular (Deneme 5)

Laboratuvar denemeleri genellikle optimum kosullar altinda yapildigindan
bunlarin toprak veya yetistirme alanlarina adaptasyonlarinda sonuglar arasinda
farkliliklar goriilebilmektedir. /n vitro kosullarda vyiiriitiilen bu denemelerde, deneme
alan1 homojen kabul edilmektedir. Ornegin toprak pH’s1, topragm mikro ve makro besin
elenti durumu, sulama, giibreleme, 151k, nem, sicaklik vb bir¢ok faktor yetistirme
ortaminda deneme sonuglarini etkileyebilmektedir. Yapilan arasgtirmanin nihai hedefi
tohum ve Ozellikle de fide sektoriine yonelik olmasi, etkili ve uygulanabilir sonuglarin
bu sektdrlerde uygulanabilmesini gerektirmektedir. /n vitro’da tohum uygulamalar1 ve
film kaplamada etkili bulunan ugucu yag ve dozlar ile film kaplamanin domates
tohumunun hazir fide iiretim serasindaki ¢ikis oranina etkisi arastirilmistir. Ugucu yag
ile film kaplamanin 6zellikle tiniform fide gelisimi acgisindan ¢ikis zamanina, saglikli
kok ve siirgiin gelisimi acisindan ise fide yas ve kuru agwliklar1 lizerine etkisi
belirlenmistir.

Aragtirmanm bu boliimiinde ugucu yaglarin ticari polimer ile film kaplanarak
domates tohumuna yiliklenmesi durumunda hazir fide iiretim kosullarinda ¢ikis oranina
ve iniform fide c¢ikisini etkileyecek cikis zamanina, saglikli fide gelisimine etkisi
belirlenmek hedeflenmistir. Cmm agisindan temiz domates tohumlari, L. stoechas, O.
onites, O. vulgare ve R. officinalis ugucu yaglarmin 3 farkli dozu (500, 1000 ve 5000
ppm) ile film kaplanmistir. Hazir fide {iretim serasinda kurulan denemede, film kapl
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domates tohumlarinin ¢ikig orani (%), ¢ikis zamani (giin), fide yas agirligi (g) ve fide
kuru agirligi degerleri alinmistir. Bu parametreler tizerinden varyans analizi yapilmistir.

Yapilan varyans analizi sonuglarina gore yag x doz interaksiyonunun, ugucu
yaglarin ve dozlarin ¢ikan tohum sayist ve dolayisiyla ¢ikis orani iizerine etkileri
Onemsiz tespit edilmistir (swastyla P=0.809, P=0.4982 ve P=0.7145). Aym
parametrelerin ortalama ¢ikis zamani, fide yas agirligi ve fide kuru agirhigi iizerine de
etkilerinin istatiksel olarak 6nemsiz oldugu saptanmistir (Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18’de gosterildigi gibi film kaplama ile domates tohumuna yiiklenen
ucucu yaglar, genellikle kontrollere gore (saf su, orijinal tohum ve bakir siilfat
uygulamasi) daha diisiik ¢ikis oran1 (%69-72) vermistir, fakat farkl istatistiki gruplarda
yer almamiglardir. En diisiik ¢ikis oranini O. vulgare vermis (%69) ve ¢ikis oranlari
9%69-72 arasinda degigmistir.

Film kaplama ile temiz domates tohumuna yiiklenen ucucu yag ve dozlar
ortalama cikis zamani, fide yas agirlhigi ve fide kuru agiligmi degistirmemistir. Ugucu
yag film kaplamasi domates tohumunun hazir fide serasinda ¢ikis zamanini1 kontrole
gore diislirmemis veya yiikseltmemis, liniform tohum ¢ikigini etkileyecek antagonistik
bir etki gostermemistir. Kontrollerde ortalama ¢ikis zamani 4.1-4.2 giin iken,
uygulamalarda 3.0-4.2 arasinda degisim gostermistir. Benzer sekilde kontrollerde fide
yas agirhig 8.1-8.2 g iken uygulamalarda 8.0-8.7 arasinda degisim gdstermistir. Fide
kuru agirhiginda kontrollerde 5.3-5.4 g agihik goriiliirken, uygulamalarda 5.2-5.5 g
arasinda degisim goriildiigii saptanmustir (Cizelge 4.18).

Ugucu yag x doz interaksiyonu, ucucu yaglar ve dozlarin fide gelisimi iizerine
herhangi bir etkisi gdzlenmemistir (Sekil 4.20). Sadece bazi ugucu yag uygulamalarida
yaklasik %1 oraninda anormal fide (L. stoechas’da serit govde seklinde) (Sekil 4.21) ve
(O. vulgare’de erkek fide) (Sekil 4.22) goriilmiistiir.
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Sekil 4.20. Hazir fide denemesinden goriintii

Cizelge 4.18. Ucgucu vyaglar ile film kaplamanin hazir fide {iiretim kosullarinda
tohumlarin ¢ikis orani iizerine etkisi

Ugucu yaglar Dozlar Cikan tohum sayist  Cikig oran1  Ortalama Cikis zamani Fide yas agirligi  Fide kuru agirligt

(ppm) (adet) (%) (giin) © @
Bakir siilfat 41.00 82.00 420 8.20 5.40
Orijinal tohum 42.00 84.00 420 8.10 5.30
Steril saf su 40.00 80.00 4.10 8.10 5.30
L. stoechas 500 38.00 75.00 4.00 8.00 5.40
1000 35.00 70.00 3.00 8.30 5.50
5000 35.00 70.00 420 8.50 5.30
Ortalama _ 36.00 72.00 3.70 8.30 5.40
O. onites 500 35.00 70.00 5.00 8.10 5.40
1000 35.00 69.00 4.00 8.70 5.70
5000 33.00 66.00 3.00 8.50 5.50
Ortalama  35.00 70.00 4.00 8.40 5.50
O. vulgare 500 36.00 72.00 3.60 8.10 5.40
1000 35.00 70.00 4.00 8.50 5.30
5000 34.00 68.00 4.00 8.50 5.50
Ortalama _ 34.00 69.00 3.90 8.40 5.40
R.officinalis 500 37.00 73.00 3.00 8.10 5.40
1000 36.00 72.00 4.10 8.50 5.50
5000 35.00 70.00 420 8.50 5.20
Ortalama _ 36.00 72.00 3.80 8.40 5.40
Dozlar 500 36.00 73.00 3.90 8.10 5.40
1000 35.00 71.00 4.00 8.50 5.50
5000 34.00 69.00 4.00 8.50 5.40
Ortalama  35.00 71.00 4.00 8.40 5.50
Cikan tohum sayisi ' Ortalama ¢ikis zamani ' Fide yas agirhig: ' Fide kuru agirhg’
Ucucu yag P=0.4982 P=0.9143 P=0.8159 P=0.6430
Doz P=0.7145 P=0.7259 P=0.3644 P=0.9001
Ucucu yag x doz P=0.8090 P=0.8349 P=0.4882 P=0.9463

Cikan tohum sayisi (adet), ¢ikis zamam (giin), fide yas agirh@ (g) ve fide kuru agirhigi (g) iizerine film kaplanan ugucu yaglar
istatistiki olarak 6nemli bir etkide bulunmamistir (Duncan’s Multiple Range Test, P<0.01)
*Fide yas ve kuru agirliklart her tekerriirden 3-5 gergek yaprakli dsnemdeki 10”ar fide tizerinden kaydedilmistir.
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Sekil 4.21. L. stoechas ugucu yaginm 500 ppm dozu ile film kaplanan domates
tohumundan gelisen anormal fidenin goriintiisii

Sekil 4.22. O. vulgare ugucu yagmmin 5000 ppm dozu ile film kaplanan domates
tohumundan gelisen anormal fidenin (erkek fide) goriintiisii
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4.6. Ucucu yag film kaplamanin depolama sonrast Cmm ve tohum Kkalitesine
etkisine yonelik bulgular (Deneme 6)

Ugucu yaglar ile film kaplamanin, tohumlarin kisa siireli depolama (+4°C’de 15,
30 ve 90 giin depolama) sonras1 tohum kalitesi (tohumlarin ¢ikis orani) ve Cmm {izerine
(temiz tohum orani ve tohumda bakteri yogunlugu) etkileri arastirilmigtir. Burada
ozellikle Cmm agisindan basarili uygulamalarin (ugucu yag dozlari) film kaplama
sonrasi 15 giin ile en fazla 3 ay icerisinde incelenen parametrelerde bir degisimin olup
olmadig1 belirlenmistir. Depolama sonrasi elde edilen ¢ikis orant (%), temiz tohum
oran1 (%) ve tohumda bakteri yogunlugu (log CFU/tohum) ile ilgili veriler, hi¢
depolalama yapmaksizin film kaplama sonrasi analize alman tohumlarin verileri ile
karsilastirilmistir.

4.6.1. Farkh depolama siirelerinin ucucu yaglar ile film kaplanan domates
tohumlarinin ¢ikis oranina etkisi

Ugucu yaglar ile film kapli domates tohumlarmin ¢ikis oranlar1 iizerine
depolamanin etkisi arastirilmistir. Cmm ile bulagik domates tohumlar1 L. stoechas, O.
onites, O. vulgare ve R. officinalis ugucu yaglarinin farkli dozlar1 (250, 500, 1000 ve
5000 ppm) ile kaplanmis ve kaplama sonrasi oda kosullarinda 24-48 saat siire ile
kurutulmuslardir. Yapilan nem tayininde tohumlarin nem oranm1 %8-10’a diisiiriilmiistiir.
Tohumlarin bir boliimiinden hemen kaplama sonrasi ¢ikis testleri yapilmis ve ¢ikis
oranlar1 (%) belirlenmistir. Kalan film kapli tohumlar sirasiyla 15, 30 ve 90 giin
+4°C’de depolandiktan hemen sonra ayni sekilde ¢ikis testleri yapilmis ve ¢ikis oranlari
(%) tespit edilmistir. Cikis oranlar1 iizerinden yapilan varyans analizi sonuglarina gore,
depolamanin film kapli tohumlarin ¢ikis oranina etkisi belirlenmistir.

Depolanan ve hi¢ depolama yapilmayan ugucu yaglar ile film kapli tohumlarin
¢ikis oranlar1 ilgili veriler ve bu veriler iizerinden yapilan varyans analizi sonuglari
depolamanin tohumlarin ¢ikis orani lizerine 6nemli bir etkisinin olmadigmi gostermistir.
Depolama sonras1 domates tohumlarmin ¢ikis orani iizerine yag x doz interaksiyonunun,
ucucu yaglarin ve dozlarin istatistiki olarak 6nemli bir etkisi tespit edilememistir
(Cizelge 4.19).

Depolama sonrast ucucu yag ile film kaplanan domates tohumlarmin ¢ikis
oranlarinda bir degisim goriilmemis ve baslangicta sahip olduklar1 degerleri muhafaza
etmislerdir. Cizelge 4.19’da gosterildigi gibi ugucu yag film kaplamanm depolama
yapilmayan ve farkli siirelerde depolanan tohumlarin ¢ikis oranlar1 L. stoechas igin
%81-82, O. onites i¢in %75-78, O. vulgare i¢cin %74-75 ve R. officinalis igin 79-80
arasinda degisim gostermistir. Cikis orani en yliksek doz olan 5000 ppm’de %72-73
arasinda degisirken en diisiik doz olan 250 ppm’de ise %83-84 arasinda degistigi
saptanmuistir.
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Cizelge 4.19. Farkli depolama siirelerinin ugucu yaglar ile film kaplanan domates
tohumlarmin ¢ikis oranina etkisi

Cikis orani (%)

Ugucu yaglar Dozlar (ppm) 0 giin 15 giin 30 giin 90 giin

Bakair stilfat 86.00

Steril saf su 92.00

L. stoechas 250 86.00 87.00 88.00 86.00
500 83.00 83.00 83.00 81.00
1000 80.00 82.00 80.00 80.00
5000 75.00 75.00 76.00 75.00
Ortalama 81.00 82.00 82.00 81.00

0. onites 250 80.00 81.00 84.00 83.00
500 77.00 77.00 79.00 77.00
1000 73.00 73.00 75.00 73.00
5000 70.00 72.00 74.00 70.00
Ortalama 75.00 76.00 78.00 76.00

O. vulgare 250 82.00 80.00 82.00 80.00
500 78.00 76.00 77.00 78.00
1000 72.00 72.00 72.00 72.00
5000 69.00 68.00 68.00 69.00
Ortalama 75.00 74.00 75.00 75.00

R. officinalis 250 84.00 85.00 83.00 83.00
500 80.00 83.00 82.00 80.00
1000 78.00 79.00 77.00 79.00
5000 73.00 74.00 75.00 73.00
Ortalama 79.00 80.00 79.00 79.00

Dozlar 250 83.00 83.00 84.00 83.00
500 79.00 79.00 80.00 79.00
1000 75.00 76.00 76.00 76.00
5000 72.00 72.00 73.00 72.00
Ortalama 77.00 78.00 78.00 78.00

Ucgucu yag P=0.6146

Doz P=0.9123

Ucucu yag X Doz P=0.8234

4.6.2. Farkh depolama siirelerinin ucucu yaglar ile film kaplanan domates
tohumlarinda temiz tohum oranina etkisi

Cmm ile bulasik domates tohumlar1 L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R.
officinalis ugucu yaglarmin farkli dozlar1 (250, 500, 1000 ve 5000 ppm) ile kaplanmis
ve kaplama sonrasi oda kosullarinda 24-48 saat siire ile kurutulmuslardir. Yapilan nem
tayininde tohumlarm nem oram1 %8-10’a diisiiriilmiistiir. Tohumlarin bir bdliimiinden
hemen kaplama sonrasi temiz tohum oranina dair testler yapilmis ve temiz tohum
oranlar1 (%) belirlenmistir. Kalan film kapli tohumlar swrasiyla 15, 30 ve 90 giin
+4°C’de depolandiktan hemen sonra aymi sekilde temiz tohum oranlari (%)
belirlenmistir.

Varyans analizi sonuglar1 depolama (15, 30 ve 90 giin) sonrasi1 yag x doz

interaksiyonunun, ucgucu yaglarin ve dozlarm film kapli tohumlarm temiz tohum orani
iizerine etkisinin istatiksel olarak dnemli olmadig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.20).
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Cizelge 4.20. Farkli depolama siirelerinin ugucu yaglar ile film kaplanan domates
tohumlarinda temiz tohum oranina etkisi

Temiz tohum oram (%)

Ugucu yaglar Dozlar (ppm) 0 giin ' 15 giin > 30 giin® 90 giin®

Steril saf su 0.00

Bakir siilfat 100.00

L. stoechas 250 36.00 36.00 36.00 30.00
500 100.00 100.00 100.00 100.00
1000 100.00 100.00 100.00 100.00
5000 100.00 100.00 100.00 100.00
Ortalama 84.00 84.00 84.00 83.00

O. onites 250 40.00 44.00 40.00 36.00
500 100.00 100.00 100.00 100.00
1000 100.00 100.00 100.00 100.00
5000 100.00 100.00 100.00 100.00
Ortalama 85.00 86.00 85.00 84.00

O. vulgare 250 64.00 65.00 64.00 61.00
500 100.00 100.00 100.00 100.00
1000 100.00 100.00 100.00 100.00
5000 100.00 100.00 100.00 100.00
Ortalama 91.00 91.00 91.00 90.00

R. officinalis 250 28.00 32.00 32.00 30.00
500 78.00 79.00 76.00 78.00
1000 100.00 100.00 100.00 100.00
5000 100.00 100.00 100.00 100.00
Ortalama 77.00 78.00 77.00 77.00
250 94.00 93.00 94.00 94.00

Dozlar 500 100.00 100.00 100.00 100.00
1000 100.00 100.00 100.00 100.00
5000 100.00 100.00 100.00 100.00
Ortalama 99.00 98.00 99.00 99.00

Ugucu yag”’ P=0.9245

Doz’ P=0.8643

Ugucu yag X Doz * P=0.8654

"Ugucu yaglar ile film kaplanan domates tohumlari kaplamadan hemen sonraki temiz tohum oran (%) degerleri

?Ugucu yaglar ile film kaplanan domates tohumlari, nem igerikleri %8-10"a kadar kurutulduktan sonra, sirast ile 15, 30 ve 90 giin
siirelerde +4°C’de ticari tohum paketleri igerisinde depolandiktan sonraki temiz tohum oram (%) degerleri*Ugucu yaglar ile film
kapli tohumlarda kisa siireli depolamanin temiz tohum oram (%) lizerine ugucu yaglar, dozlar ve ucgucu yag x doz
interaksiyonlarinin istatistiki olarak 6nemli bir etkisi olmamustir.

4.6.3. Farkh depolama siirelerinin ucucu yaglar ile film kaplanan domates
tohumlarinda bakteri yogunluguna etkisi

Ucucu yaglar ile film kaplanan Cmm ile bulasik domates tohumlarinda
depolamanin tohumdaki Cmm yogunlugunu log CFU/tohum degistirip degistirmedigi
belirlenmistir. L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R. officinalis ugucu yaglarmin 4
farkli dozu (250, 500, 1000 ve 5000 ppm) ile kaplanan domates tohumlarinda 15, 30, 90
giin siire ile depolamanm tohumda bakteri yogunluguna (log CFU/tohum) etkisi
belirlenmistir ve % etki ile ilgili degerler alimmustir.

Depolama sonras1 yapilan testlerde yapilan varyans analizi sonuglarina gore yag
x doz interaksiyonunun, ugucu yaglarm ve dozlarin 15, 30 ve 90 giin depolanan domates
tohumlarinda bakteri yogunluguna etkisi 6nemsiz bulunmustur. Depolanan ve depolama
yapilmayan domates tohumlarinda swasiyla L. stoechas, O. vulgare, O. onites ve R.
officinalis ugucu yaglarinda log CFU/tohum degerleri 1.3-1.61, 1.12-1.19, 0.74-0.80 ve
1.61-1.41 arasinda degisim gostermistir. Log CFU/tohum degerleri 250, 500, 1000 ve
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5000 ppm’de sirasiyla 2.25-2.39, 1.28-1.48, 0.99-1.14 ve 0-0 arasinda degisim
gosterdigi saptanmustir (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21. Farkli depolama siirelerinin ugucu yaglar ile film kaplanan domates
tohumlarinda bakteri yogunluguna etkisi

Log CFU/tohum

Ugucu yaglar Dozlar (ppm) 0 giin' 15 giin® 30 giin® 90 giin®

Bakar siilfat 1.20

Steril saf su 4.24

L. stoechas 250 2.44 2.45 2.46 2.74
500 1.44 1.40 1.42 1.99
1000 1.32 1.30 1.34 1.70
5000 0.00 0.00 0.00 0.00
Ortalama 1.30 1.29 1.31 1.61

0. onites 250 1.92 1.92 1.90 1.99
500 1.34 1.34 1.33 1.44
1000 1.24 1.24 1.20 1.34
5000 0.00 0.00 0.00 0.00
Ortalama 1.12 1.13 1.11 1.19

0. vulgare 250 1.82 1.86 1.87 1.95
500 1.17 1.20 1.23 1.25
1000 0.00 0.00 0.00 0.00
5000 0.00 0.00 0.00 0.00
Ortalama 0.74 0.77 0.78 0.80

R. officinalis 250 2.82 2.82 2.85 2.90
500 1.17 1.20 1.23 1.25
1000 141 141 1.41 1.50
5000 0.00 0.00 0.00 0.00
Ortalama 1.61 1.36 1.37 1.41

Dozlar 250 2.25 2.26 2.27 2.39
500 1.28 1.29 1.30 1.48
1000 0.99 0.99 0.99 1.14
5000 0.00 0.00 0.00 0.00
Ortalama 1.13 1.13 1.14 1.25

Ucgucu yag’ P=0.8212

Doz * P=0.8424

Ucgucu yag X doz’ P=0.8642

"Ucucu yaglar ile film kaplanan domates tohumlari kaplamadan hemen sonraki Log CFU/tohum degerleri

*Ugucu yaglar ile film kaplanan domates tohumlari, nem igerikleri %8-10’a kadar kurutulduktan sonra, srasi ile 15, 30 ve 90 giin
siirelerde +4 °C’de ticari tohum paketleri igerisinde depolandiktan sonraki log CFU/tohum degerleri

*Ugucu yaglar ile film kapli tohumlarda kisa siireli depolamanin tohumda bakteri yogunlugu (log CFU/tohum) iizerine ugucu yaglar,
dozlar ve ugucu yag x doz interaksiyonlarinin istatistiki olarak 6nemli bir etkisi olmamistir.
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5. TARTISMA

Cmm tohumla, tohumda da tohum kabugu ve embriyoda tasinan, alinan
karantina tebbirlerine ragmen miicadelesi zor bir bakteriyel fitopatojendir. Dayanikli
cesit gelistirilemeyisi, dayanikliligin aktarimindaki problemler, kimyasal miicadelenin
yeterli olmayisi, bakirlt preparatlara karsi dayaniklilik kazanimi gibi nedenler ile kesin
¢Oziimii yoktur. Cmm diinyada ilk tespit edildigi 1910 yilindan bu yana diinya domates
iiretim alanlarini tehdit etmektedir. Zaman zaman iilkelerde ve domates yetistirme
alanlarinda atak yapmakta c¢ogunlukla da ciddi epidemiler olusturarak, oOzellikle
meyvede pazar degerinin diismesine yol a¢maktadwr. Bu lezyonlar domates tohum
ureticilerini, fide ireticilerini ve bizzat yetistiricileri ticari kayba ugratmaktadir. Ticari
kaybm en kotiisii de Ozellikle tohum 1slah eden ve iireten firmalar ile hazir fide
yetistiren firmalarin Cmm’nin bulasiklik kaynagmin tam olarak tespit edilemeyisinden
kaynaklanan ticari itibar kayiplaridir. Uriin kayiplar1 bir yil veya bir yetistirme dénemi
sonrasinda telafi edilebilirken firmalarim itibar kayiplar1 uzun yillar etkisini gostermekte
ve firmanin kapanmasima bile neden olabilmektedir. Cmm’nin latent periyodunun uzun
olmasi, sartlarin uygun olmadig1 durumlarda gelismesini engelleyerek, ilk bulasmanin
hangi firmada veya hangi tohumda basladiginin tespitini giiclestirmektedir. Bu durum
ayni zamanda iireticinin hak kaybi ve tohum ve fide firmalar1 arasinda uzun siiren bir
hukuk miicadelesi anlamina da gelmektedir.

Diinyada Cmm’nin tohum, fide veya bitkiden tespitine yonelik son gelistirilen,
klasik, molekiiler ve biyokimyasal tekniklerin kombine uygulandigi akredite protokoller
uygulansa da analiz yapilan laboratuvar kosullarma bagli olarak da farkli sonuglar
almabilmektedir. Bu durum analizin yanhshgindan degil tamamen Cmm’nin zor bir
patojen olmasindan kaynaklanmaktadir. Domates tohum iiretiminde ana ve baba
ebeveynlerin melezlenmesi ile belirli dollerdeki meyveler tohumluga ayrilmaktadir.
Ayni tohumluk {iretim sirasindaki meyvelerden tohum ¢ikarilmakta ve bu tohumlar
harmanlanarak o yilin toplam tohum miktari, partisi ve lotu elde edilmektedir. Bu islem
sirasinda Cmm’nin latent periyodta olmasi nedeni ile gozden kacan tek bir domates
bitkisindeki bulasiklik o yil iiretilen tohum lotunu bulastirabilmektedir. Tohum
saglhigina yonelik testlerde yapilan analiz sadece analize alinan tohum Ornegini garanti
etmekte ve o tohum lotunun Cmm bulasikli§ina dair 6n fikir vermektedir. Kisacas1 bir
alt ornek Cmm ile bulasik tespit edilmezken digeri bulasik c¢ikabilmekte hatta analiz
ornekleri temiz bulunsa bile tohum lotundan gelisen fidelerde kosullarin Cmm geligimi
(asil1 fide eldesinde asilama sirasinda oldugu gibi) i¢in uygun oldugu bir yetistiricilikte
Cmm hizla gelismekte ve epifitik 6zelligi (bitki ylizeyine tutunabilen ve yasayabilen) ile
biitiin seraya yayilabilmektedir.

Cmm ile miicadelede dayanikli ¢esit gelistirilemediginden (Sen vd 2013), temiz
tohum iiretimi ve tohumlugun temizliginin (hijyen) kontrol altina alindig1 uygulamalar
temel miicadelesini olusturmaktadir. Ama ozellikle de son yillarda her ne kadar iyi
tohum uygulamalar1 adi altinda, iiretimden hasata kadar serada her tiirlii hijyen
kurallarma uyarak yapilan bir ¢cok yontemle elde edilen tohum Orneklerinde bile
Cmm’nin tespiti, hasattan iiretime tohumu koruyacak bir teknigin ¢aligilmas1 gerektigini
gostermistir. Bu teknik hem tohumu dis ortamdaki bulagmalara (fidelikte, ekim
makinasinda, is¢inin eli, agi makinasi, paket vb) hem iiretim ve depo yerindeki diger
domates tohumlarini olas1 igsel Cmm bulasikligina (tohum kabugu ve embriyo) karsi
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korumalidir. Benzer amagla, tarimda 6zellikle tarla iiriinleri ve depo zaralilarina karsi
yapilan tohum ilaglamasinda ilag tohum yiizeyine homojen bir sekilde
uygulanamadigindan zaman zaman negatif sonuglar da almabilmektedir. Ornegin thriam
ile ilaghh domates tohumlarinda Fusarium spp. gelismesi gibi. Eczacilik ve sekerleme
endiistrisinden uyarlanan, aslinda bugiiniin bir¢ok tohum devi iilkede ve Tiirkiye’de ise
sinirlt sayida yerli firmanin uyguladigi tohum kaplama tohum ilaglamasina iyi bir
alternatiftir. Bu teknikte ilacin disinda bir¢ok etken madde (mikro ve makro besin
elementleri, pestisitler, biyolojik miicadele ajanlari, ¢imlenme tesvik ediciler vb.) ayni
anda tohuma homojen bir sekilde yiiklenebilmekte ve etkin bir miicadele olanagi
sunmaktadir. Tohum kaplama kisaca pelletleme, film kaplama ve pelletleme+film
kaplama gibi gilinlimiizde ticari polimerler (renklendirici+yapistirici birarada) ile
yapilabilmektedir (Kavak 2006, Anonim 2013c).

Tohum kaplama veya ilaglama amag¢lh Cmm’ye karsi tohuma uygulanabilecek ve
etkin bir preparatin olmamasi Cmm ile miicadelenin bagka bir zor tarafidir. Diger bir
zorluk ise Cmm ve benzeri fitobakterilerin 6zellikle serada uygulandiklarinda etmeni
tamamen yok etmeyen ve sadece hastalik olusumunu baskilayan bakirli preparatlara
kars1 dayaniklik gelistirmeleridir (Mixon 2012). Tohuma uygulanan bazi kimyasallarin
(HCI, NaOCl, antagonistik bakteri, biyolojik ajanlar, hidrojen peroksit, aside edilmis
nitrit) Cmm’yi tamamen yok etmedigi ve domates tohum canliligini kabul edilebilir
simirlarin ¢ok altina diisiirmektedir (Fatmi vd 1991 Cetinkaya-Yildiz ve Aysan 2005,
Tirkiisay ve Tosun 2005, Tireng Karut 2011, Kasselakia vd 2011). Tarimda genel
anlamda kullanilan bitki korumaya yonelik pestisitlerin insan sagligi ve ¢evreye etkileri
(Gill ve Garg 2014) nedeniyle dogal iiriinlerin kullanima y6nelik egilim i¢erisinde Cmm
ile miicadele ¢aligmalar1 da yer almistir. Fakat giiniimiize kadar bu konuda 6zellikle de
ucucu yaglarin Cmm {izerine antibakteriyel etkinin tespiti gibi in vitro asamalar
calisilmistir. Buna karsin ugucu yaglar tohum uygulamasi ve film kaplama ile domates
tohumuna yiiklenmemistir. Dolayis1 ile ugucu yaglarin film kaplama ile domates
tohumuna yiliklenmesi durumunda Cmm ve tohum kalite parametrelerine etkisi de
belirlenmemistir.

Yapilan tez ¢alismasi ile Cmm gibi miicadelesi zor ve Oonemli bir tohumla
tasian bakteriyel hastalik etmenine karsi liretimden hasata tohumu etkin ve dogal bir
sekilde koruyabilecek ucucu yag film kaplama formiilasyonu ve metodolojisi
gelistirilerek Cmm’nin miicadelesinde yasanan sikintilari ¢6zmek hedeflenmistir. Diger
bir ifade ile yukarida bahsedilen Cmm tohum, fide ve {iretici arasindaki sorunlara
coziim getirecek alternatif bir yontem gelistirilmesi planlanmistir. Dogal ve
antibakteriyel 6zellikleri olan bazi ticari ugucu yaglarin Cmm’ye kars: etkileri ve MIC
degerlerini belirlemek, etkili bulunan ugucu yaglarin domates tohumundaki Cmm’ye
kars1 tohum dezenfektan1 olarak kullanilabilirligini ortaya koymak, tohum
uygulamalarinda kullanilabilecek optimum dozlar1 belirlemek, polimer ile film
kaplamada kullanilacak ugucu yag ve dozlarmi tespit etmek, ucucu yag film
kaplamasmin hazir fide iiretim kosullarinda domates tohumundaki Cmm’ye ve bazi fide
parametrelerine etkisini belirlemek, depolama sonrasi ugucu yag film kaplamasimnin
domates tohumundaki Cmm ve tohum kalitesine etkisini saptamak arastirmanin baslica
amaglarmi olusturmustur. Bu hedeflere ulagsmak i¢in yapilan denemelerin bulgulari
incelendiginde arastirmada belirtilen amaclara ulasildigini1 gostermistir.

95



Arastirmanin ilk amaglarindan biri olan baz1 ticari ugucu yaglarin Cmm iizerine
antibakteriyel etkileri toplam 20 adet ticari ugucu yagin NA besiyerinde olusturduklar1
inhibisyon zonlar1 (mm) iizerinden belirlenmistir. Antibakteriyel etkinlik yoniinden
ucucu yaglarda tarama yapilmistir. Benzer aragtirma bulgular1 (Basim vd 2000, Daferera
vd 2003, Dimitra vd 2003, Sahin vd 2004, Soylu vd 2006, Kizil ve Uyar 2006), yapilan
on ¢aligmalar ve kullanilacak olan dozun ekonomik anlamda kullanilabilirligi dikkate
alinarak, 500 ve 1000 ppm olmak iizere iki dozda calisilmistir. Bir doz g¢aligmasi
olmamasina karsin, bu iki dozda bile doz artigina bagli olarak ugucu yaglarm Cmm’ye
kars1 antibakteriyel etkisinin de artig1 saptanmistir. Ugucu yag dozu ve inhibisyon zonu
arasinda dogrusal bir iligki tespit edilmistir.

Ugucu yaglarin inhibisyon zon degerlerinde toplam 20 adet ucucu yag
icerisinden origanum tiirii iki adet ugucu yag, digerlerine oranla ¢ok daha yiiksek
antibakteriyel etki gostermistir. En yiiksek inhibisyon zonu olusturan O. vulgare (37
mm) ve O. onites (35 mm) ile en yakin diger bir ucucu yagm (C. zeylanicum, 22 mm)
degeri arasinda oldukga fark tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Genel olarak bilindigi lizere
kekik olarak adlandirilan tiirler icerisinde origanum ugucu yaglari antibakteriyel etki
yoniinden yiiksek degerlidirler. Daha ©nce origanumlar iizerinde vyiiriitiillen bazi
arastirma bulgular1 Deneme 1°’de elde edilen bulgular1 desteklemektedir. Nitekim
Cmm’ye kars1t O. vulgare 33 mm (Sahin vd 2004), O. minutiflorum’m 1/5 ve 1/10
dozlar1 sirastyla 33 ve 31 mm (Altundag 2007), O. syriacum var. Bevanni disk difiizyon
yonteminde 35.6 mm (Eris 2006) inhibisyon zonu olusturmustur. O. vulgare nin
dogadan toplanan formlar1 36.7 mm inhibisyon zonu ile kiiltiir ve adaptasyon formlarina
oranla Cmm’ye kars1 daha yliksek bir antibakteriyel etki gosterdigi rapor edilmistir
(Borboa-Flores vd 2010). Ayni ugucu yag 15.3-25.5 mm inhibisyon zonu ile gram (+)
bakterilere kars1 daha etkili oldugu saptanmistir (Hussain 2009). Arastirmada kullanilan
diger origanum tiirii olan O. onites’in de Cmm’ye kars1 yliksek antibakteriyel etkisinin
oldugunu gosteren bulgular mevcuttur (Sivropoulou vd 1995, Kizil ve Uyar 2006,
Tanovic 2007). Bulgularm literatiir ile uyumlu oldugu ve bu sonuglarin tohumla tasinan
Cmm ve benzeri bakteriyel etmenler ile miicadelede kullanilabilecegi saptanmustir.

Ugucu vyaglar igerisinde origanumlardan sonra Cmm’ye karsi en yliksek
inhibisyon zonu olusturan (Cizelge 4.1) ve ana etkili bileseni 6jenol olan C. zeylanicum
ucucu yag1 benzer arastirmalarda da gram (+) bakterilere (Guerra vd 2012) ve Cmm’ye
kars1 etkili bulunmustur (Tobias 2007). C. zeylanicum’un Van Der Wolf vd (2008)
tarafindan %1.25 dozunun Cmm gelisimini tamamen engelledigi rapor edilmistir. Ayn1
ucucu yagin sirastyla 1:1, 1:5 ve 1:10 dozlarmin Cmm’ye (Borboa-Flores vd 2010) ve
0.16 pl/ml hava dozunun Cmm’nin de i¢inde bulundugu patojenlere karsi yliksek
antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilmistir. Seylan tar¢im1 olarak bilinen C.
zeylanicum antibakteriyel etki calismalar1 ve bitki koruma amacli arastirmalar icin
gostermis oldugu yliksek antibakteriyel etki ve inhibisyon zon degerleri ile timitvar bir
ucucu yag olarak degerlendirilmistir.

Tiirkiye’de karabas lavantis1 olarak bilinen L. stoechas ugucu yag1 origanumlar
ve C. zeylanicum’dan sonra 21 mm inhibisyon zonu ile Cmm’ye karsi yliksek
antibakteriyel etki gosteren bir diger ugucu yag olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.1).
Dogadan toplanarak Clevenger aleti ile buhar distilasyonu ile taze ¢ikarilarak disk
diftisyon yontemi ile uygulanan L. stoechas ugucu yagmm Cmm’ye karst 23.7 mm
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inhibisyon zonu olusturdugu ve 5 ul/ml dozunun Cmm gelisimini tamamen engelledigi
saptanmustir (Eris 2006). Iki arastirma arasindaki inhibisyon zonu farki kullanilan L.
stoechas ugucu yagnin taze cikarilan ve ticari olmasi veya test yontemlerinden (agar
kuyu difiizyon ve disk diflizyon) kaynaklanmaktadir. Baska bir calismada ise L.
stoechas’m Cmm’ye karsit 30.3-33.3 mm ile daha yiiksek bir inhibisyon zonu
olusturdugu tespit edilmistir (Talibi vd 2011). Yiiksek inhibisyon zonunun nedeni taze
¢ikarilan iirliniin kullanilmig olmasindan kaynaklanmaktadir.

Tiirkiye’de biberiye olarak bilinen R. officinalis 20 mm inhibisyon zonu
olusturmus, C. zeylanicum ve L. stoechas ile aym istatiski grupta yer almistir. R.
officinalis ugucu yag1 Cmm’ye kars1 %73 ile yiiksek antibakteriyel etkili olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.1). R. officinalis’in fitopatojen bakterilere kars1 antibakteriyel etki
acisindan farkli sonuglar gosterdigi bilinmektedir. Baz1 ¢calismalarda Cmm ve benzeri
tohumla taginan etmenlere (Dimitra vd 2003, Mbega vd 2012) ve gram (+) fitopatojen
bakterilere 18.0-26.2 mm inhibisyon zonu ile (Hussain 2009) yiiksek antibakteriyel etki
gostermistir. Fakat Cmm’ye kars1 diisiik antibakteriyel etki gosterdigini bildirilen
raporlar da (Daferera vd 2003) mevcuttur. Benzer antibakteriyel etki ¢alismalarindaki
sonuglar arasindaki farklilik ugucu yag calismalarmnin zorlugunu ve ticari formlarinin
bitki koruma amagli kullanim i¢in standardize edilmesi gerektigini géstermistir.

R. damascena ugucu yaginin inhibisyon zonu ve antibakteriyel etkisi diger ugucu
yaglara oranla daha diisiik tespit edilmistir. Bu ugucu yag Origanumlara gore Cmm’ye
kars1 daha diisiik inhibisyon zonu olusturmustur (Cizelge 4.1). Diger taraftan bu ugucu
yagin Erwinia amylovora iizerine ¢ok giiclii antibakteriyel etki gosterdigi bildirilmistir
(Basim ve Basim 2003, Basim ve Basim 2004). Her iki calismada ayr1 hedef
patojenlerin ¢alisilmasi, birinde ticari digerinde taze c¢ikarilan R. damascena ugucu
yaginin kullanilmasi antibakteriyel etkideki farkin en onemli nedenleridir. Gergek giil
ucucu yagi pahali olmasi, ticari boyutta diisiiniildiiglinde ugucu yagin seyreltilmis
olabilecegi gibi nedenler ile de farkli antibakteriyel etkiler goriilmiistiir.

Cizelge 4.1’de acikg¢a goriildiigii ilizere swasiyla, 2.00-2.68 mm inhibisyon
zonlar1 ile L. nobilis (tohum) ve J. Communis en diisiik antibakteriyel etkili ugucu
yaglar olarak tespit edilmistir. Her iki ucucu yagin Cmm {izerine etkileri konusunda
herhangi bir arastirma bulgusuna rastlanilamamistir. Fakat J. Communis ugucu yaginin
fitopatojen olmayan gram (+) ve (-) bakterilere karst 0-39 mm inhibisyon zonu
olusturdugu bildirilmistir (Haziri vd 2013). Benzer bir arastirma bulgusunda L. nobilis
(tohum) ugucu yaginin tipta patojen bakterilere karsi 18-29 mm arasinda inhibisyon
zonu olusturdugu ve etkili oldugu tespit edilmistir (Moghtader ve Farahmand 2013).

Arastirma bulgular1 ve daha Onceki c¢aligmalarin verilerinden de agikca
goriildiigii lizere, ugucu yaglarda antibakteriyel etkinligi tayin eden ¢ok faktor vardir.
Gram pozitif bakterilerin lipopolissakkarit hiicre zarma sahip olmadiklarindan gram
negatiflere gore ugucu yaglara kars1 daha hassas olduklar1 (Evren ve Tekgiiler 2011)
bilinmektedir. Deneme 1’in inhibisyon zonu ve antibakteriyel etkiye dair bulgulari
literatiirde ifade edilen tezi dogrular niteliktedir. Toplamda 20 adet ugucu yagin tamami
az ya da ¢ok gram pozitif bir bakteri olan Cmm’ye kars1 inhibisyon zonu olusturmustur.
Yiiksek dozun (1000 ppm) biitiin ucucu yaglarda diisik doza (500 ppm) gore daha
yiiksek bir inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Ucucu yag dozu
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ve antibakteriyel etki arasinda dogrusal bir iliskinin varligini saptanmistir. Hedeflenen
doza ulagincaya kadar doz artis1 yapilmasi gerekmektedir. Nitekim benzer bulgular
arastirma sonuglarimi desteklemektedir. Bir aragtirma bulgusunda ugucu yag tipi, doz ve
Cmm’ye kars1 antibakteriyel etki arasinda (p <0.05) 6nemli korrelasyon ve farkliliklarin
oldugu rapor edilmistir (Borboa-Flores vd 2010). Kizil vd (2005) ¢aligmalarinda ise doz
artisgina  bagh olarak inhibisyon zonunun da artti§i saptanmis ve ugucu yag
uygulamasindan 24, 48 ve 72 saat sonrasinda inhibisyon zonu degerlerinin degismedigi
bildirilmistir. Deneme 1°de ve literatiire dayali bulgularda inkiibasyondan sonra farkli
stirelerde inhibisyon zonlarinin degigmemesi ucucu yaglarin antibakteriyel etkinliginin
bakteriyostatik (gegici etkinlik) etkinlikten daha c¢ok bakterisidal (kalic1 etkinlik)
etkinlikten kaynaklandigini gostermistir (Eris 2006).

Inhibisyon zonu ve antibakteriyel etki ile ilgili bulgularin igerisinde ayni
firmadan iki farkli donemde temin edilen R. officinalis ve S. officinalis’in degerleri
arasindaki farklilik dikkati ¢ekmektedir. Her ikisi ticari olan, ayni firmadan ve sadece
farkli zamanlarda temin edilen iki ucucu yag ile ilgili bulgu, ucgucu yaglarin
antibakteriyel etki yoniinden karmasik bir mekanizmalarmin oldugu ve bu konuda ¢ok
fazla faktoriin etkili oldugunu (Evren ve Tekgiiler 2011) bir kez daha gostermistir.
Nitekim Cizelge 4.1°de ticari F. vulgare ugucu yaginin Cmm’ye karsi inhibisyon zonu
14 mm tespit edilirken, Soylu vd (2006) tarafindan Clevenger aparati ile taze ¢ikarilmig
F. vulgare ugucu yagmin Cmm’ye karsi disk diflizyon yontemine gore 9.62 mm
inhibisyon zonu olusturdugu saptanmustir. Her iki arastirma bulgusu arasindaki bu fark
antibakteriyel test yontemi, ucucu yagin elde edilis sekli, hedef patojen, bitkinin yetisme
donemi, ekolojisi, vejetasyon donemi, kurutulmasi, taze veya ticari formu gibi birgok
faktorden kaynaklanmaktadir. Bu tiir calismalarda ugucu yaglarin standardize edilmis
ticari formlarmin kullanilmasi gerekmektedir. Bu stardardizasyonun yapilabilmesi igin,
dogadan toplama ve taze c¢ikarilan ugucu yaglarm karsilastirildigi ¢alismalara ihtiyag
vardir.

Herhangi bir ilacin hedef patojene etkili minumum konsantrasyonu (MIC) ile
minumum bakterisidal konsatrasyonun (MBC) yakin degerler verebildigi gibi farkh
degerlerde alabilmektedir. MBC, MIC’nin 2, 3 veya 4 katina kadar degerlere
cikabilmektedir. MIC bakteri gelisimini engelleyen en diisiik doz, MBC ise ilacin bizzat
hedef uygulamanin tohuma, bitkiye vb. etkili olabilmesini belirleyen sinir degeri ifade
etmektedir. Yiiksek antibakteriyel etki gosteren O. vulgare, O. onites, C. zeylanicum, L.
stoechas, R. officinalis, M. piperita, R. damascena, M. rucutita, M. communis ve L.
angustifolia ugucu yaglarmm Deneme 1’de MIC degerleri belirlenmistir. Baz1 ugucu
yaglarin MIC degerleri ile ilgili ¢ok sayida bulgu rapor edilmistir (Basim vd 2000,
Soylu vd 2006, Eris 2006, Altundag 2007, Tinivella vd 2008). Fakat bu c¢alismalarda
MIC degerleri taze ¢ikarilan ugucu yaglar iizerinde yapildigindan, ticari tiretimleri farkl
sonuglar verebilmektedir. Nitekim MIC degerleri ile ilgili arastirma bulgular1 bu
yaklagimin dogru oldugunu goéstermistir.

Ucgucu yaglarm Cmm gelisimini engelleyen minumum dozu olarak tanimlanan
MIC degerleri ne kadar diislikse, antibakteriyel etki o kadar yiiksektir. MIC degerleri
acisindan en diisilk degeri veren O. vulgare, O. onites ve C. zeylanicum en yiiksek
antibakteriyel etkili ugucu yaglar olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2). Benzer bir
aragtirma bulgusunda O. vulgare ugucu yagmin Cmm’ye kars1 MIC degeri %0.15, C.
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zeylanicumun ise %1.25 rapor edilmistir. MIC degerinin belirlenmesinde %0.01°lik
resazurin kullanilmistir (Van der Wolf vd 2008, Tinivella vd 2008). Deneme 1’in ve
literatiir  bulgularinda MIC degerlerinde  gorillen farkhililk, MIC degerinin
belirlenmesinde kullanilan metodtan, ugucu yagin taze veya ticari liretim olmasi, test
yonteminden kaynaklanmaktadir. Literatiir ¢alismasinda kullanilan resazurin okside
olunca mavi renkli, fakat canli hiicrelerde pempe renge doniisen bir boya olup, renk
degerilendirmesine gore yapildigi i¢in zaman zaman yaniltict sonuglar verebilmektedir.
Fakat son yillarda yeni bir metod olarak oOnerilmektedir (Gahlaut ve Chhillar 2013).
Diger origanum tiirlerinden O. syriacum var bevanni’nin Cmm’ye kars1t MIC degerleri
ise sirasiyla, disk diflizyon yontemine gore 10 pg/ ml (Soylu vd 2005), mikro diliisyon
yontemine gore 1 pul/ml’dir (Erig 2006). O. minutiflorum un ise taze ¢ikarilmis ucucu
yaginin Cmm’ye karst MIC degeri 300 pg/ ml olarak tespit edilmistir (Altundag 2007).
Origanumlar disinda baska bir kekik tirii olan Thymbra spicata var. spicata taze
¢ikarilmis ugucu yagmim Cmm’ye karsi kontakt etkide MIC degeri 405 mg/ml ve
fumigant etkide ise 91 mg/ml olarak tespit edilmistir (Basim vd 2000).

L. stoechas, R. damascena ve R. officinalis ugucu yaglarinin MIC degerleri 125
ppm olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2). Fakat rapor edilen arastirma bulgular:
arasinda bazi ucucu yaglarin MIC degerleri ile ilgili farklilik gbze carpmaktadir. Disk
difiizyon yontemine gore Lavandula stoechas subsp. stoechas’m Cmm’ye karst MIC
degeri 50 ug/ml ve Mentha spicata igin 25 pg/ ml tespit edilmistir (Soylu vd 2005). Eris
(2006) tarafindan ise Lavandula stoechas subsp. stoechas’in Cmm’ye kars1 MIC degeri
5 w/ml’dir. Fitopatojen bakteri olan E. carotovora subsp. carotovora’a karst R.
officinalis ugucu yaginin MIC degeri 250 pl/ml oldugu bildirilmistir (Alamshahi vd
2012). Kokulu giil tiirlerinden (R. damascena, R. centifolia, R. alba, R. gallica, R.
phoenicia, R. canina, R. moschata) R. canina ugucu yagimin Cmm’ye kars1 MIC segeri
ise 6.25 mg/ml oldugu rapor edilmistir (Talibi vd 2011). Cizelge 4.2’ye gore M.
rucutita’tn Cmm’ye karst MIC degeri 200 ppm tespit edilmesine karsin, baska bir
arastrma bulgusunda %10’dan daha yiliksek bir degerdir (Van Der Wolf ve Van Der
Birnbaum 2012). Deneme 1’in arastirma bulgular1 ve literatlirde goriillen MIC
degerlerindeki farklilik, arastirmada kullanilan ticari ugucu yaglarin MIC degerlerinin
belirlenmesi yaklagimmin dogru oldugunu gdostermistir. Ayrica bu konuda da ortak
norm gelistirilmesinin zorunlulugu gorilmiistiir.

Bitki hastalik ve zararlilar1 ile miicadelede 6nerilen ilacin en az %50-70 oraninda
patojeni baski altina almasi beklenmektedir. Deneme 1°de antibakteriyel etki gosteren
ucucu yaglar1 belirlemeye yonelik inhibisyon zonlar1 (Cizelge 4.1) ve MIC degerleri
(Cizelge 4.2), O. vulgare, O. onites, C. zeylanicum, L. stoechas, R. officinalis, M.
piperita, R. damascena, M. rucutita, M. communis ve L. angustifolia bitkilerinden buhar
distilasyonu ile edilen (ticari olarak {iiretilen) ugucu yaglarin %65 ve iizeri etki ile Cmm
gelisimini inhibe ettikleri saptanmigtir. Deneme 1’in sonuglar1 20 adet ugucu yag
icerisinden bu 10 adet ugucu yagin Cmm’yi eradike etmek i¢in tohum uygulamalarinda
ve diger miicadele sekillerinde kullanilabilecegini gostermistir. O. vulgare, O. onites, C.
zeylanicum, L. stoechas ve R. officinalis olusturduklar1 yiiksek inhibisyon zonu ve
diistik MIC degerlerine sahip olmalar1 nedeni ile antibakteriyel etkisi en yiliksek ugucu
yaglar olarak belirlenmistir.
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Inhibisyon zonu ve MIC degerleri ile ilgili bulgularm literatiir ile uyumu
incelendiginde ucucu yag caligmalarinda hedeflenen etkiye (antibakteriyel,
antimikrobiyal, antiviral, antifungal vb) ¢ok sayida faktoriin katkida bulundugu
gorilmiistiir. Glinlimiize kadar ugucu yaglar iizerinde ¢ok fazla ¢alisma yiiriitiilmiistiir.
Fakat bu arastirmalar daha ¢ok hedeflenen etki var yok, MIC ve MBC belirleme, igerik,
ucucu yag verimi gibi konular1 kapsamistir. Artik bu c¢aligmalarda ortak bir norm
olusturabilmek i¢in her bir ayr1 hedef patojene yonelik etkili ugucu yaglar, MIC, MBC
degerleri belirlenmeli ve bunlarin ticari liretimlerinin amaca yonelik etkileri optimize
edilmelidir. Ornegin, Bat1 Akdeniz bdlgesinde ticari bir firma tarafindan iiretilen ve
ticareti yapilan bir ucucu yagin, her tiirlii denemesi yapilmali ve standardize edilmeli ki
o ucucu yag lizerinde ayni ¢calismay1 yiiriitiilen farkli arastiricilarin bulgular: istatistiki
olarak ¢ok farkli olmasin. Kisaca ticari bir preparat haline getirilebilmelidir. Ayni
firmadan alman ugucu yaglarm ayni patojene karst MIC, MBC degerleri farklilik
gostermemelidir. Giiniimiizde piyasaya sliriilen (azadirachtin) insektisiti Orneginde
oldugu gibi (Ozger vd 2013) kullanilan ugu yaglarm pestisit formiilasyonlar
gelistirilmelidir.

Deneme 2°’de, Deneme 1°de etkili bulunan ugucu yaglarin tahmini tek bir
bakterisidal dozlarinin tohum kabugundaki Cmm’ye karsi ne kadar etkili oldugu
belirlenerek, ugucu yag/yaglarimn Cmm’yi tohum kabugundan eradike edip edememedigi
arastirilmistir. Cmm tohumla, tohumda da tohum kabugu ve embriyoda tasindigindan
(Chang vd 1991, Umesha 2006) miicadelede tohuma uygulanan maddenin etkinliginin
testinde dikkate alinacak Olgiitler dnemlidir. Tohum kabugunda tagmmmasi miicadeleyi
kismen kolaylastirsa da, embriyoda taginmasi kontrol altma alinmasini
giiclestirmektedir. Tohum embriyosundaki Cmm’yi eradike etmek isterken ayni anda
embriyonun zarar gormesi ve dolayisi ile tohumda ¢imlenme, canlilik, giic veya kalite
kayiplar1 yasanabilmektedir. Etken maddenin (ugucu yag veya kimyasal) Cmm’yi
domates tohumundan eradike etmesi i¢in en azindan tohum kabugunda kontrol altina
almas1 beklenmektedir. Cmm i¢in karantina agisindan sifir bulasiklik istendiginden
(EPPO 2013), denemeye alman tek bir tohumun bile etrafinda Cmm gelismemesi
gerekmemektedir. Yapilan uygulamanin tohum kabugundaki Cmm’ye kars1 etkili
olabilmesi i¢in %100 temiz tohum oran1 vermelidir. Arastirma bulgularinda gerek ilk 48
saatlik gozlem sonunda gerekse 72 saatlik gozlem sonunda tek bir tohumun bile
etrafinda Cmm gelisimine olanak vermeyen L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R.
officinalis ugucu yaglar1 %100 etkili olarak tespit edilmistir. Diger bir ifade ile bu ugucu
yaglar uygulandiklari Cmm ile bulasik domates tohumundaki 10® CFU/ml
yogunlugundaki Cmm’nin gelisimini tamamen engelemislerdir. Bu ¢ok ilging ve dnemli
bir bulgudur. Ticari tohum tliretiminde gézden kacan bir Cmm bulagikliginin, bu tarz bir
tohum uygulamasi ile Cmm’nin gelisiminin, bulasik tohumlarin ayni lotta temiz
tohumlar1 bulagtrmasinin  ve fidelikte yasanabilecek herhangi bir bulagsmanin
Onlenebilecegini gostermektedir (Cizelge 4.3). Literatlirde tohum uygulamalar1 dair
calismalar incelendiginde diger bitki tohumlar1 ve tohumla tasmnan ¢esitli patojenlere
kars1 arastirmalar yapildig1 (Kritzinger vd 2002, Nguefack vd 2005, Mbega vd 2012),
Cmm ve domates tohumuna yonelik uygulamalarn ise ¢ok smirli sayida oldugu
goriilmiistiir. Antagonist bakteri, Serenade, ISR 2000, sodyum hipoklorit, {iziim sirkesi,
elma sirkesi, sicak su ve laktik asit ile yapilan tohum uygulamalarmin tohumdaki
bakteri populasyonunu %77-100 oraninda, bulagik tohum sayisini ise %31-100 oraninda
azalttig1 tespit edilmistir. Fakat %100 temiz tohum orani elde edilememistir (Tireng
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Karut 2011). Ana bilesen olarak %86.72 oraninda sinnamik aldehid i¢eren tar¢in ugucu
yaginin, %50.21 timol ve 3.15 karvakrol iceren kekik ucucu yagina gore daha etkili bir
tohum uygulamasi oldugu, kekik ugucu yagmin tar¢gindan sonra Cmm’ye karst en
yiiksek etkiyi gosterdigi tespit edilmistir (Tobias vd 2007). Burada Cmm’ye kars1 tar¢in
ucucu yagina oranla daha diisiik etki goriilmesinin ana nedeni antibakteriyel etkisi diger
bilesenlere gore c¢ok daha yiiksek olan karvakroliin diigiik oranda bulunmasidir.
Toplamda 30 farkli ugucu yag icerisinden %0.25 dozunda O. vulgare ugucu yagi lahana
tohumlarinda Cmm’nin de i¢inde bulundugu tohum kokenli bakterileri ve saprofitik
fungus gelisimlerini tamamen inhibe etmistir (Groot vd 2004). Etki derecelerinde
farkliliklarin goriilmesine karsin bulgularin 6nceki arastirma bulgular1 ile uyumlu
oldugu goriilmistiir. Deneme 2’nin bulgulart ve Cmm’ye karsi smirli sayidaki
tohumuygulamasina dair bulgular bu konuda iimitvar sonug¢larin oldugunu ve daha ¢ok
arastirmanin yapilmasi gerektigini gostermistir.

Cmm ve benzeri tohumla tasmman patojenler ile miicadelede tohum
uygulamalarmin sonuclarmin degisken olmamasi gerekir. Bakteriostatik (gecici veya
baskilayici etkinlik) degil bakterisidal (kalici, stabil etkinlik) goriilmelidir. Deneme 2°de
NA besiyerinde ilk 48 saatlik inkiibasyondan sonra %100 temiz tohum sayis1 veren M.
rucutita, M. piperita, M. communis ugucu yag uygulamalarmim bulundugu petrilerde 72
saatlik inkiibasyon sonrasinda tohumlar etrafinda Cmm gelisimi goriilmiistiir. Bu ugucu
yaglar %100 temiz tohum sayis1 vermemislerdir (Cizelge 4.3). Her ii¢ ugucu yaginda
bakterisidal degil bakteriostatik etki gosterdigi, tohuma uygulamadan bir siire sonra
gecici baskilama ortadan kalktigindan, etkinin kayboldugu ve aslinda 6lmeyen sadece
gelisimi baskilanan Cmm’nin yeniden gelistigi tespit edilmistir. Literatiirde bu konuyla
ilgili tespitlerin bazisinda aslinda antibakteriyel etki denemelerinde 24 saatlik
inkiibasyon stiresinin yeterli oldugu, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonun sonunda degisiklik
olmadig1 goriilmektedir (Cimanga vd 2002, Kizil vd 2005). Fakat bu ¢alismalarda direkt
bakteriye uygulama siirecinin olmasi ve diger tohum uygulamalarina dair bir bulgunun
olmamasi, tohum uygulamalarinda in vitro direkt hedef patojene karsi uygulamalardan
farkli olarak diger faktorlerin (tohum tiirii, uygulama sekli, siiresi vb) de etkili olmasi
nedeni ile sonuglar dogrudur.

Sekil 4.2°de goriildiigl iizere 1000 ppm ucucu yag uygulanan Cmm ile bulasik
domates tohumlarinin NA besiyerinde 72 saatlik inkiibasyonundan sonra, tohumlarin
cimlendigi goriilmiistiir. Bu bulgu ucucu yag tohum uygulamasmin etkinligi agisindan
Oonemlidir. Deneme 2 bir tohum ¢imlendirme denemesi olmamasima karsin, tesadiifen
tespit edilen bu bulgu ucgucu yag uygulamalar1 sonrasinda tohumlarin tamamen veya
yiiksek oranda gimlenmedigi (Onen 2003, Paudel ve Gupta 2008, Rosado vd 2009)
tezinin aksine, tohumlarin cimlendigini gostermistir. Nitekim herhangi bir tohum
uygulamasinin tohumdaki hedef patojeni tamamen yok etmesi ama ayn1 zamanda da
tohumun kalitesinde kayiplara neden olmamasi gerekir. Domates tohumlarinda goriilen
¢imlenme c¢alismanin sonunda asil hedeflenen sonuca ulasmak acgisindan {imitvar
bulunmustur. O. vulgare uygulanan tohumlarin da ¢imlenmesi, kekik ugucu yagmin
nispeten diisiik toksiteli, fakat fitopatojenlere kars1 oldukg¢a yiiksek derecede aktif ve
tohum dezenfektan1 olarak kullanilmasmm mimkiin oldugunu gostermistir
(Anonymous 1991, 2007).
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Deneme 2’nin bulgulari, L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R. officinalis
ucucu yaglarinin, embriyodaki Cmm’ye karsi etkili ya da etkisiz oldugu bilinmemekle
beraber, tohum kabugundaki Cmm’yi tamamen eradike etmeleri nedeni ile %100 etkili
olduklarmi ve ayrica tohumlarda goriilen ¢imlenmenin de tohum kalitesi agisindan
imitvar oldugunu gostermistir. Elde edilen bu verilerin 1g1¢inda hedeflenen ileriki
calismalar i¢in bu ugucu yaglarin uygun oldugu tespit edilmistir.

Arastirma igerisinde Deneme 3, ugucu yaglarin Cmm’ye karsit domates tohum
uygulamasinda kullanilabilirliginin ve uygun dozlarin belirlendigi, bunlarin Cmm ve
tohum kalite parametreleri {izerine etkilerinin tespit edildigi en kapsamli bolimlerden
biridir. Temiz tohum sayis1 ile ilgili verilerin alindig1 petrilerde kontrol uygulamasinda
petri igerisinde biitiin tohumlarin etrafinda Cmm kolonisi gelismistir. O. vulgare’nin
500 ppm ve istii dozlarinin higbirinde Cmm gelismedigi, 500 ppm’in altindaki
dozlarda, doz diistiikge Cmm ile bulasik tohum sayismin artigi tespit edilmistir. Dort
farkli ugucu yagm (L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R. officinalis) sekiz farkh
dozunun (125, 200, 250, 300, 400, 500, 1000 ve 5000 ppm) Cmm ile bulasik domates
tohumuna uygulandiginda, yapilan uygulamalarin tohum kabugundaki Cmm iizerine
etkilerinin aragtirildigi aragtirmanin  bu boliimiindeki bulgular dikkate degerdir.
Herhangi bir ucucu yagin antibakteriyel etkisi yliksek ise veya in vitro kosullarda
yiiksek inhibisyon zonu olusturuyor ya da diisiik MIC degeri veriyorsa hedef patojene
kars1 yapilacak tohum uygulamasinda da etkili olmas1 dogaldir. Fakat ¢alisilan patojen
Cmm gibi tohumla taginiyor ve sifir bulagiklik isteniyor ise tohuma yapilacak uygulama
dozlarmm etkisi 6nemlidir. Kisaca %70 etkili demek yeterli ve etkin bir sonu¢ degildir.
Sonuglar inhibisyon zon verileri ve 1000 ppm dozunda yapilan tohum uygulamasindaki
sonuglar ile parelellik gostermistir. inhibisyon zonu yiiksek, MIC degeri diisiik ve 1000
ppm dozundaki tohum uygulamasinda etkili olan ucucu yaglar burada da etkili
olmustur. L. stoechas, O. onites ve O. vulgare ugucu yaglarmim 500 ppm ve {stii biitiin
dozlarinda petrilerde tohumlar etrafinda Cmm koloni gelisimi goriilmemis ve %100
temiz tohum orani elde edilmistir. Burada igsel yani embriyodaki Cmm bulasiklig ile
ilgili herhangi bir yargiya varilamaz. Fakat en azindan bu ugucu yaglarin tohum
kabugundaki Cmm bulasikligna kars1 yiizde yiiz etkili oldugu saptanmistir. Domates
tohum kabugundaki bulasiklikla miicadelede bu ii¢ ugucu yagm 500 ppm dozu
onerilebilmektedir. R. officinalis’in ise 1000 ve iistiinde %100 temiz tohum orani elde
edildiginden bu ucucu yaginda 1000 ppm dozu tohum kabugundaki Cmm’nin kontrolii
icin Onerilmektedir. Dort farkli ugucu yag icerisinden en etkili olarak tespit edilen ve
%74 etki ile O. vulgare’nin 500 ppm ve {Ustli dozlar1 benzer c¢alismalarda
degerlendirilebilecek dnemli bir bulgudur (Cizelge 4.4). Nitekim Origanum tiirii kekik
ucucu yaglarmin hem Cmm hem de benzeri tohumla tasman etmenlere karsi etkili
oldugu bilinmektedir. Burada ticari iiretimleri kullanildig1 i¢in her iki ugucu yagin
bulgular1 uygulamaya aktarilabilecektir. Ciinkii taze ¢ikarilan ve ticari ugucu yaglarin
etkileri arasinda fark olmaktadir. Bulgularin Onceki arastirma sonuclari ile ilgili
uyumunu belirlemek i¢in yapilan taramada tohum kabugundaki Cmm {izerine yapilmis
benzer bir arastirma bulgusuna rastlanilamamustir. Fakat Cmm digindaki patojenlere
yonelik smirli sayida tohum uygulamasina yonelik bulgudan birinde (A. vera, B.
pendula, C. arabica, G. uralensis, J. communis, O. basilicum, Q. robur, R. palmatum,
R. officinalis, R. graveolens, S. alba, Y. schidigera ve S. officinalis) ekstraklar1 domates
tohumuna uygulanmistir. Ekstraklarin in  vitro ve in vivo domates tohum
uygulamalarinda X. perforans gelisimini tamamen engelledigi bildirilmistir (Mbega vd
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2012). igerik olarak %60-40 karvakrol ve %5-25 oraninda timol i¢eren Meksika kekigi
(L. berlandieri) ugucu yagmin %0.5 dozu ile yapilan domates tohum uygulamasimin F.
oxysprum gelisimini %100 engelledigi tespit edilmistir (Cueto Wong vd 2010). Daouk
vd (1995) tarafindan yapilan benzer ¢alismada da O. syriacum ugucu yaginin domates
tohumunda fungus gelisimini tamamen durdurdugu rapor edilmistir. Onceki bulgulardan
da goriildiigii lizere tohum uygulamalarinda basar1 hedef patojene, ugucu yaga ve
kullanilan dozlara baghh olarak %100 etkiden daha disiik seviyelere kadar
disebilmektedir.

Cizelge 4.4’te ugucu yag x doz interaksiyonunun, ugucu yaglarin ve dozlarm
temiz tohum sayisi iizerine (P<0.01) etkili oldugu tespit edilmistir. Doz artisina bagh
olarak uygulamalar arasinda temiz tohum sayisinin da artii, herhangi bir dozda en
yilksek seviyeye ulastigi ve bu dozun iistiindeki dozlarda degerin degismedigi
goriilmiistlir. Ugucu yag ile tohum uygulamalarinda da tipki in vitro 'da direkt patojene
yonelik caligmalarda oldugu (Kizil vd 2005) gibi, doz artisina bagli olarak antibakteriyel
etkinlik ve tohum uygulamalarindaki etkinlik artmakta, bir noktada kirilmakta ve
sonrasinda hep sabit gitmektedir. Ugucu yag dozu ve antibakteriyel etki arasinda linear
pozitif bir iligki bulunmaktadir. Nitekim lahana tohumlarma A. brassicicola’a karsi
9%0.1 ve 1 oraninda uygulanan kekik ugucu yagi aym oranda saglikli bitki vermis ve
9%0.1 dozun iistiinde etkinin degismedigi tespit edilmistir (Amein vd 2011).

Deneme 3°de tohumda bakteri yogunlugu ile asil belirlenmek istenen, yapilan
ucucu yag uygulamalarmm baslangicta tohuma bulastirilan 10> CFU/ml yogunlugunda
olan ve negatif kontrolde bunun logaritmik degerlerinin 4,55 log CFU/tohum oldugu
tespit edilen Cmm yogunlugunu 0’a disiiriip diisiirmedigi veya ne kadar azalttigidir.
Burada temiz tohum oranindakine gore daha gilivenli sonuglar elde edilmektedir.
Bulasikligin embriyoda veya tohum kabugunda olmasi sonucu etkilememekte, 6nemli
olan tohumdaki gercek bulasikligmn tespit edilmesidir. 10" CFU/mI’lik bulasikligin veya
tek bir domates tohumundaki Cmm bulasiklig1 bile biitiin tohum lotunu veya fideligi
bulagtirabildiginden, tohum kabugunda ve embriyodaki Cmm’ye karst tohum
uygulamasinin etkinliginin en iyi gostergesi 0 log CFU/tohum elde edilebilmesidir.
Yapilan tohumda bakteri yogunlugunun belirlenmesine yonelik denemelerin bulgulari
bu amaca ulasildigmi gostermistir. En etkili ugucu yag 1000 ppm ve {istii degerlerde 0
log CFU/tohum veren O. vulgare olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.5). Nitekim
Cmm’ye kars1 yapilan bir tohum uygulamasinda kontroldeki 6.1 log CFU/ml degerini,
O. vulgare’nin %0.1 ve 0.33’lik dozu 4.9 log CFU/ml, %1 dozu 3.8 log CFU/ml’ye
diisiirmiistiir. Sadece %3.3 dozunda 0 log CFU/ml elde edilebilmistir (Van der Wolf vd
2008). Deneme 2 ve literatiir bulgusunda ayni dozlarda (%0.1=1000 ppm) bir kirilma
oldugu, birinde 1000 ppm’de 0 log CFU/tohum elde edilirken digerinde, %0.1°de O log
CFU/ml degeri elde edilememis ve bundan ¢ok daha yiiksek doz olan %3.3’de elde
edilmistir. Literatiir calismasinda kullanilan O. vulgare ugucu yagmin igerigi ile ilgili
bilgi verilmemesine karsin, MIC degerinin de yiiksek olmasi (%0.15) nedeniyle iki
calisma arasinda farkin ana nedeni ugucu yaglar arasindaki icerik farkliligidir. Bu tiir
aragtirmalarda ugucu yaglarin igerikleri ve antibakteriyel etkisi yiiksek ana bilesenlerin
miktarca oranlar1 arastirma bulgular1 arasindaki farkin ilk ve en biiylik nedenidir. Bir
diger neden de ugucu yagin tohuma nasil ve ne kadar siire ile uygulandigidir. Literatiir
caligmasi1 detayl incelendiginde 30 dakika siire ile ¢alkalayicida tutularak ucucu yagin
uygulandigt ve uygulamadan hemen sonra yagin tohumdan uzaklastirilarak oda
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kosullarmmda kurutuldugu goriilmiistiir. Vakum yapilmadigi i¢in tohum igerisine iyi
niifuz etmemis olabilir ve hemen ugucu yagn yikanmasi da ugucu yagin tohumdaki
bakteriye etkinligini diisirmiistiir. Origanum tiirii kekik ucucu yaglarinin antibakteriyel
etkinligi genellikle yiiksektir. Fakat lahana tohumlarina %1 7. vulgaris ve O. vulgare
ucucu yagi uygulamasinin tohumda bakteri yogunlugunu (Cmm ve Xcc) sirasiyla 3.0 ile
4.0 log CFU/ml diisiirdiikleri ve yakin deger verdigine dair bulgu da mevcuttur (Groot
vd 2006). Lahana tohumlarmna 30 dakika siire ile uygulanan 7. vulgaris ugucu yaginin
bakteri populasyonunu (Cmm ve Xcc), %1 dozunda 0 CFU/ml’ye diistirmesi (Groot vd
2004) kekik ugucu yaglarinin tohum uygulamalarinda Cmm ve benzeri bakteriyel
etmenlere karsi etkili oldugunu gostermektedir. Nitekim kekik ucucu yaglarinin
icerisinde en 6nemli iki ana bilesenden biri olan timol uygulanan (0.5 ve 1.0 ug/tohum)
tohumlardan gelisen fidelerde sirasiyla %35 ve 15 bakteriyel kanser simptomlari
goriiliirken, 5 ug/tohum dozunda 0 simptom goriilmiistiir. Diger taraftan 1.5 mg/g dozu
kontrolde 5.3 log CFU/100 tohum olan Cmm yogunlugunu ortalama 3.13 log CFU/100
tohum’a diisiirmiistiir (Xu 2010).

Ugucu yag, doz ve ucucu yag x doz interaksiyonunlarmin log CFU/tohum
degerleri iizerine etkisi (P<0.01) 6nemli bulunmustur. Log CFU/tohum degerleri
acisindan ugucu yaglar icerisinde O. vulgare’den sonra 0.99 log CFU/tohum ile O.
onites gelmis ve bunu swrasiyla 1.09 log CFU/tohum ile L. stoechas ve 1.43 log
CFU/tohum ile R. officinalis izlemistir. Her ii¢ ucucu yagm 5000 ppm dozu O log
CFU/tohum degerini vererek, domates tohumundaki Cmm gelisimini tamamen
engelemistir (Cizelge 4.5). Literatiirde benzer ¢alismalar incelendiginde O. onites ’in
tohum uygulalamalarinda igerisinde Cmm’nin de yer aldigi fitopatolojik bakterilere
karst etkili oldugu tespit edilmistir (Kotan vd 2014). Lavanta grubu ugucu yaglar da
yine kekik ucucu yaglar1 gibi antibakteriyel etkisi yiiksek ve tohum uygulamalarida
kullanilabilecek ucgucu yaglardir. Nitekim kontrolde 5.6 log CFU/tohum degeri,
Lavandulla coronopifolia ektrakti 1.55 log CFU/tohum’a dislrmiistiir. Karabas
lavantast olarak bilinen L. stoechas’in ekstrakti ise 4.90 log CFU/tohum degerine
disiirmiistiir (Talibi vd 2011). R. officinalis ugucu yagimin Cmm iizerine domates
tohumunda yapilmis herhangi bir arastirma bulgusuna rastlanilmamakla beraber, bu
bitkinin eksrakt1 (%10 w/v) ile yapilan tohum uygulamasmmn kontrolde 10 10’ CFU/ml
olan X. perforans bakteri yogunlugunu 2.5 10° CFU/ml’ye diisiirmiistiir (Mbega vd
2012). Goriildiigii tizere ugucu yaglar ile tohum uygulamasi bulagik tohumlarda patojen
yogunlugunu diisiirmede etkilidir. Nitekim domatesin disinda soya fasulyesi
tohumlarma 4 mg/ml Gjenol uygulamasmin tohumdaki bakteri (X. campestris pv.
phaseoli var. fuscans) yogunlugunu 2.6 x 10° CFU/tohum’dan 7.0 x 10> CFU/tohum’a
diistirmiistiir.

Tohum uygulamasiyla tohumdaki hedef patojenin tamamen yok edilmesi
hedeflenir. Ayn1 zamanda {iretimde kullanilacak olan bu tohumlugun canliliginin ise
uygulamadan olumsuz etkilenmemesi istenir. Deneme 3’de ¢imlenen tohum sayilari
iizerinden yapilan varyans analizi sonuglarma gore ugucu yag, doz ve ugucu yag x doz
interaksiyonu ¢imlenen tohum sayis1 veya ¢imlenme orani lizerine etkileri (P < 0.05)
onemli bulunurken, ¢imlenme zamani lizerine 6nemsiz tespit edilmistir. Ugucu yag tiirii
ve doz artis1 ¢imlenen tohum sayisini etkilemis ve buna goére degerler arasinda
farkliliklar goriilmiistiir. Ayn1 parametrelerin ¢imlenme zamani {izerine ise 6énemli bir
etkisinin olmamas1 ve kontrole yakin degerler vermesi ilging bir bulgudur.
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Antibakteriyel etki denemelerinde, tohum uygulamasinda temiz tohum orani ve tohum
basma bakteri yogunlugu (log CFU/tohum) degerlerinde Cmm gelisimini inhibe eden,
en yiiksek elgelleyici etkiyi gosteren origanum tiirli kekik ugucu yaglarinin her ikisi de
tohum c¢imlenme oranini kontrole gore istatistiki agidan Onemli diizeyde (P<0.05)
diistirmiislerdir. L. stoechas ise ugucu yaglar igerisinde %81.2 ¢imlenme orani ile tohum
cimlenmesini fazla azaltmamis ve kontrole yakin deger vermistir. Domates tohumlarinin
¢imlenme oranlarinda en fazla diisiise neden olan O. vulgare’nin 5000 ppm dozunda
bile domates tohum ¢imlenme oran1 %66 tespit edilmistir (Cizelge 4.7). Benzer bir
literatiir bulgusunda kontrolde %84 olan ¢imlenme orani, %50 oraninda timol ve 3.5
karvakrol iceren 7. vulgaris ugucu yaginm %25’lik dozu ile %68’ e diisiirmiistiir
(Tobias vd 2007). %25 gibi yiiksek dozda %60’1n {izerinde ¢imlenme orani goriilmesi
kekik wucgucu yaglarinin dozlarmin optimize edilerek tohum uygulamalarinda
kullanilabilecigini gostermektedir.

Literatiirde ucucu yaglarin tohum ¢imlenmesi iizerine farkli etkilerinin oldugu
goriilmektedir. 7. vulgaris ugucu yaginm %0.25 dozunun altinda lahana tohumlarinin
¢imlenmesini etkilemezken, {ist dozlarda ise tohum ¢imlenme oranini diistirmiistiir (Van
der Wolf ve Van der Birnbaum 2012). A. vera, B. pendula, C. arabica, G. uralensis, J.
communis, O. basilicum, Q. robur, R. palmatum, R. officinalis, R. graandolens, S. alba,
Y. schidigera ve S. officinalis ekstraktlar1 domates tohum ¢imlenmesi tesvik etmistir
(Mbega vd 2012). 4 saatlik uygulama siiresinde %0.25’in istiindeki dozlarda kekik
ucucu yag uygulamasinda lahana tohumlarmmm ¢imlenme oranlar1 6nemli oranda
diismiistiir (Groot vd 2004). Ojenol uygulamas1 musir tohumlarmm ¢imlenme oranimi
diisiirmiis (%23 ¢imlenme orani), timol, sitronellal ve biberiye ugucu yagi negatif etki
gostermemis (Waliwitiya 2005), 6jenoliin 2, 4, ve 8 mg/ml’lik dozlar1 soya fasulyesi
tohumlarmin ¢imlenme oranimi dozlara bagh olarak sirasi ile %3, 7 ve 13 oraninda
disiirmiistiir (Iacobellis vd 2005). Farkli tohum tiirlerindeki bazi bulgular ise ugucu
yaglarin tohum ¢imlenmesini tesvik etigini gostermektedir (Bankole ve Joda 2004,
Nguefack vd 2005). Bu tiir caligmalarda tohuma uygulanan ugucu yag tiirii ve igerigi
kadar, uygulama sekli, siiresi vb bir¢ok faktor etkendir. Tohum ¢imlenme orani doza,
uygulama siiresine, tohum tiiriine bagl olarak degisebilmektedir. Ayrica ucucu yaglar
disinda farkli tohum uygulamalar1 da (antagonistik bakteri, Serenade, ISR 2000,
sodyum hipoklorit, iiziim sirkesi, elma sirkesi, sicak su ve laktik asit) domates tohum
cimlenme oranmi %1.5-12.5 arasinda degisen oranlarda diisiirmiistiir (Tireng Karut
2011). Tohuma uygulanan her etken maddenin tohumun ¢imlenme oranina sinerjitik,
antogonistik veya notr bir etki gostermesi dogaldir. Ancak hedef patojene ve tohum
tiirline 6zgli uygun doz ve uygulama siiresinin belirlenmesi bu etkileri ortadan
kaldiracaktir.

Cimlenme oran1 optimum kosullarda (151k, sicaklik, oksijen, nem) yapildigindan,
fideliklerde tohum ekiminin yapildig: toprak, torf ve fide yetistirme harcinda farkli
faktorlerin etkisi ortaya ¢ikabilmektedir. Cimlenme oranina ilave olarak belirlenen ¢ikis
oranlar1 bu sorunu ortadan kaldirmaktadir. Deneme 3’de ugucu yag uygulamasmin
tohumlarin ¢ikis oranlarina etkileri konusunda elde edilen bulgular ¢imlenme
oranlarindaki bulgulara paralellik gostermistir. Antibakteriyel etkisi yiiksek olan
origanum tiirli kekik ugucu yaglariin diger ugucu yaglara oranla diisiik ¢ikis orani
verdikleri tespit edilmistir. Antibakteriyel etkisi, temiz tohum orani ve tohumda bakteri
yogunlugu parametreleri acisindan en yiiksek degeri veren O. vulgare ugucu yagi ¢ikis
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orant agisindan en diisik degeri vermistir (Cizelge 4.7). Antibakteriyel etkinlik ve
tohum kalite degerleri arasinda negatif bir iliski oldugu goriilmektedir. Bunun ugucu
yag igeriginden mi veya uygulama dozlarindan ya da tohum uygulama yonteminden mi
kaynaklandig1 ilave calismalar ile belirlenmelidir. Ancak literatiir bulgular1
incelendiginde farkli sonuglarin oldugu goriilmektedir. Nitekim vigoru diisiik lahana
tohum lotundan alinan tohum orneklerine 7. vulgaris, O. vulgare, C. zeylanicum, S.
Aromaticum (karanfil), Biosept (greyfurt ekstrakti ve organik asit i¢eren preparat),
askorbik asit ve propiyonik asit uygulamalarindan, S. Aromaticum ve propiyonik asitin
%1 ve 3.3, Biosept’in %3.3 dozunun ¢ikis orani ve normal fide gelisimini (P<0.1)
olumsuz etkiledigi, diger uygulamalarin ise 6nemli bir etkisi olmadig1 saptanmistir. O.
vulgare’nin %0.1 dozunda %23, %0.33’unda %30, %1’unda %26 ve %3.3 dozunda ise
%20 normal fide gelisimi goriilmiistiir. Doz artisina bagli olarak diisiik vigorlu lahana
tohum lotunda kontrole gore normal fide gelisimini arttirdig1 ve belli bir dozdan (%3.3)
sonra ise olumsuz etkiledigi tespit edilmistir (Van der Wolf vd 2008). Deneme 3 ve
literatiir bulgusu arasinda tohum giicii (vigor), kullanilan dozlar, dozlarm hazirlanmasi,
tohum uygulama sekli ve literatiir bilgisinde belirtilmemis olmakla birlikte muhtemelen
ucucu yag icerikleri arasinda farkliliklar vardir. Sadece steril su icerisinde hazirlanan
ucucu yag dozlarmin sonikasyon seklinde tohum uygulamasi etkili bir uygulama
olamadig1 diisiiniilmektedir. Ugucu yaglar i¢in en etkili ¢oziici DMSO (%10)’dur.
Embriyoda tasinan bir patojene karsi etkili olabilmesi i¢in mutlaka vakum inflitrasyonu
ile tohumlara ugucu yag uygulanmalidir. DMSO ile ¢6ziinme ve vakum inflitrasyonu ile
uygulamanin antibakteriyel etkinligi arttirdigi ve daha fazla kontak etki sdozkonusu
olacagindan ¢ikis oranlarinda doza bagli olarak diisiislerin olmasi1 dogaldir. Literatiir
bulgusunda diisiik vigorlu tohum lotunun doz artisina bagl olarak normal fide oranini
artirmast mekanizmasinin tam olarak agiklanamamasma ragmen, benzer arastirma
bulgularmin varhig (Kritzinger vd 2002, Waliwitiya 2005, Mbega vd 2012) nedeni ile
miimkiin oldugu goriilmektedir. Ugucu yag uygulamasi ¢ikis oranimni diiserebilmektedir.
Nitekim Cmm’yi eradike etmek i¢in domates tohumuna timol uygulamasinin fide ¢ikis1
iizerine etkisi incelendiginde kontroliin fide ¢ikis1 %94.5 iken, timol uygulamasinda
9%88.9 tespit edilmistir (Xu 2010).

Deneme 3’de ucucu yaglarin domates tohum dokusuna (kabuk veya embriyo
gibi i¢ dokulara) fitotoksik bir etkisinin olup olmadigin1 belirlemek i¢in yapilan TTC
testine gore tohum canlilig1 en yliksek olan uygulama %88 ile L. stoechas olmus ve
bunu sirastyla %87 ile R. officinalis ve %85 ile O. onites izlemistir. O. vulgare ise %84
ile en diisiik tohum canlilig1 veren uygulama olup, uygulamalar arasinda tohum canlilig
%84-88 arasinda degismis, kontrole gore %4-8 arasinda daha diisiik olmustur. Tohum
kabuklar1 kararmis veya kavrulmus bir goriintii veren tohumlarm (Sekil 4.9),
embriyolarinda boyle bir bulguya rastlanilmamistir (Sekil 4.8). TTC testi tohum kalite
caligmalarinda kullanilmasima karsmn (Sivritepe 2011), ugucu yag uygulanan tohumlarda
fitotoksitenin belirlenmesine ydnelik bir bulguya ulasilamadigindan bir karsilastirma
yapilamamustir. Fakat 6zellikle tohum canliliginin ¢ok fazla diismedigi goriilmiistiir.
TTC testinin sonuclar1 standart ¢imlendirme testi ve ¢ikis testlerine gore daha yiiksek
tohum canlilig1 vermistir. Ugucu yag uygulanan bazi domates tohumlarmin tohumun dis
gozlemine gore sanki bir fitotoksik etkiden dolayr kavrulmus bir goriintii vermesine
karsin, embriyolarinin canli oldugunun goriilmesi acaba ugucu yag uygulamasi
embriyoya degil de direkt tohum kabugunda mi bir deformasyon olusturuyor diye
diistindiirmiistiir.
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Ugucu yaglarin gerek antibakteriyel gerekse tohum kalitesi {izerine etkilerinde
icerikleri ve 6zellikle ana bilesenlerin tiirii ve miktar1 6nemlidir. Deneme 3’de GC-MS
ile yapilan igerik analizine gore L. stoechas ugucu yagiin 51, O. onites ve O. vulgare 'in
41, R. officinalis’in ise farkli miktarlarda toplamda 37 adet ucucu bilesen igerdigi tespit
edilmistir. L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R. officinalis ugucu yaglarinin miktarca
en fazla bulunan ana bilesenleri sirasityla %43.95 kamfor, %64.78 karvakrol, %74.05
karvakrol ve %49.48 1,8-sineol’dliir (Cizelge 4.9). Matemaktiksel olarak
degerlendirildiginde, bu wugucu yaglarin domates tohumundaki Cmm {izerine
antibakteriyel etki gdstermesi, tohumlarin ¢imlenme ve ¢ikig oranlarini kontrole gore
disiirmeleri icerdikleri ana bilesenlerden kaynaklanmaktadir. Nitekim bu tezi dogrular
arastirma bulgular1 mevcuttur. Ana ucucu yag bilesenlerinden 6jenol, karvakrol,
sinnamik asit, basil methyl havicol, sinnamaldehit, sitral, geraniol oldugu ve 6jenol,
timol, karvakrol, sinnamik asit, methyl havicol, sinnamit aldehit, sitral, geraniol, trans-
anethol, bisabolon oksit, linalol, sabinen, sitranelol, geraniol, karvon ve cis-carandol,
pulegone gibi ana bilesenlerin antibakteriyel etki gdsterdigi tespit edilmistir. Karvakrol
ve timol, sirasiyla linalol, sitronellal ve 1,8-sineol’e gore daha yiiksek bir antibakteriyel
etkilidir. Aksine y- terpinen ve p-simen gibi ana bilesenler ise antibakteriyel etki
gostermemektedirler (Burt 2004). Onemli bir ugucu yag bileseni olan kamforun
antibakteriyel etkisi diistiktiir (Inouye vd 2001). Sirasiyla Linalil asetat< limonen< f-
pinen < a-pinen < kamfor< linalol< 1,8-sineol<mentol< timol< karvakrol daha yiiksek
antibakteriyel etki gostermektedir (Sokovic vd 2010). Sitral, methon, limonen ve timol
yiiksek antibakteriyel etkilidir (Vimal vd 2013). Yiiksek oranda karvakrol %74.09 ve
timol %?2.59 igeren O. vulgare ugucu yagmm, bunlar1 daha diisiik oranlarda sirasiyla
9%64.78 karvakrol ve %0.97 timol iceren O. onites’e gore daha yiiksek bir antibakteriyel
etki gostermistir. Her iki origanum tiirii igeriklerindeki karvakrol ve timol nedeni ile
diger ucucu yaglara gore daha yliksek inhibisyon zonu, diisiik MIC degeri, tohum
uygulamalarinda ytliksek temiz tohum orani ve diisiik tohumda bakteri yogunlugu (log
CFU/tohum) vermistir. Ayn1 sekilde yiliksek oranda kamfor igeren L. stoechas’in
origanumlara gore daha diisiik antibakteriyel etki gostermesi de icerdikleri ana ugucu
bilesenlerin sahip olduklar1 antibakteriyel etkiler nedeni ile mantiklidir. Ayrica bu ugucu
yagin yiiksek kamfor icerigine ragmen gdstermis oldugu antibakteriyel etkinin kaynagi
1,8-sineol %1.89, linalol %1.54 ve karvakrol %0.92 gibi yiiksek antibakteriyel etkili
bilesiklerin sinerjitik etkisidir. Icerigindeki yiiksek miktarda %49.48 1,8-sineole ragmen
R. officinalis’in L. stoechas’a gore daha diisiik antibakteriyel etki gdstermesi ugucu
yaglarin antibakteriyel etkinliginde sadece ana bilesenlerin yeterli olmadigini
gostermistir. Miktarca %1’in {izerinde veya altinda bulanan ana ugucu bilesenin
disindaki ugucu bilesenlerin kombinasyonu ndtr, antagonistik veya sinerjitik etki
gosterebilmektedir (Cizelge 4.9). Nitekim timol ve karvakrol oran1 %1’den diisiik olan
S. coerulea ugucu yagi, timol ve karvakrol’ii ana bilesik olarak tasiyan tiirlerle ayni
antibakteriyel ve antifungal aktiviteyi gostermistir ve seskiterpen hidrokarbonlarinin da
yiiksek seviyede antibakteriyel etkiye sahip olabilecekleri tespit edilmistir (Azaz vd
2002). Fakat sadece ugucu bilesenlerin etkili oldugu gibi genelleme yapilamaz. Ugucu
yaglardaki ugucu bilesenlerin miktar1 ve kombinasyonuna, hedef patojene, uygulama
sekline, yonteme ve amaca yoOnelik ugucu yaglarin antimikrobiyal etkinligi
degismektedir. Ucucu yaglar Cizelge 4.9’da goriildiigii gibi ¢ok sayida ugucu bilesen
icermektedir. Bunlarin optimizasyonu i¢in ticari {iretimlerinin kullanilmasi iyi bir
¢Ooziim olabilir. Fakat teorik olarak biitiin bilesenlerin ve bunlarin farkl
kombinasyonlarmin optimize edilmesi zordur.

107



Ugucu yag igeriklerinin tohum kalite degerleri ¢imlenme orani, ¢ikis orani,
cimlenme ve ¢ikis zamani {lizerine etkileri ile ilgili olarak tipkr antibakteriyel etkideki
teoremlerde bulunulabilir. Hidrokarbon ve oksijen monoterpenlerin A. retroflexus, C.
album ve R. crispus yabanci ot tohumlarinda tohum ¢imlenmesini diislirmiistiir (Kordali
vd 2007). 2010 yilinda sanilanin aksine karvakrol, timol ve y-terpinen gibi ana ugucu
bilesenlerin tohum ¢imlenmesini diisiirmedigi aksine tesvik ettigi tespit edilmistir. Etki
sirasina gore geraniol, karvon, borneol, B-citronellol, a-terpineol, kamfor, menthol,
menthone, limonene, sitralin tohum c¢imlenmesini en fazla engelleyen ugucu yag
bilesenleri oldugu rapor edilmistir. 1,8-sineol, kamfen, karvakrol, estragol, geranil
asetat, linalol, linalil asetat, myrcene, p-simen, timol, a-phellverene, o-pinen, o-
terpinen,a-f3 thujone, B-pinen ve y-terpinen gibi ana ugucu bilesenlerin ise tohum
¢imlenmesini tesvik ettigi bildirilmistir (De Martino vd 2010). Igeriginde %27.5-35.8
oraninda o-pinen bulunan Cupressus sempervirens ugucu yagi cesitli yabanci ot
tohumlarmin dozlara bagh olarak (1.25, 2.5, 3.75 ve 5 ul/ml) ¢imlenme oranini
digtirmiistiir (Ismail vd 2013). Deneme 3'de Origanum tiirlerinin domates tohum
c¢imlenme ve ¢ikig oranlarin1 kontrole ve diger ugucu yaglara L. stoechas ve R.
officinalise gbre daha fazla diisiirmesinin nedeni matematiksel olarak yiiksek oranda
karvakrol 64-74 ve timol %0.97-2.59 icermeleri gibi goriinse de, literatiir bilgileri
1s181inda bunun bdyle olmadig1 goriilmiistiir. En azindan karvakrol ve timoliin sanilanin
aksine domates tohumu tizerine ¢ok fazla fitotoksik olmadigi tespit edilmistir. Her iki
ucucu yagda bulunan borneol tohum ¢imlenmesini inhibe etmistir. L. stoechas ve R.
officinalis’te ortak olan kamfor bunlarm uygulandigi domates tohumlarini kontrole gore
cimlenme ve ¢ikis oranlarmi diisiirmiistiir. Kamfora ilave olarak R. officinalis ugucu
yaginda bulunan a-terpineol ve limonen tohum ¢imlenmesini engellemis ve ¢imlenme
oranimni diisiirmiistiir (Cizelge 4.9). Domates tohumlar1 ve fideleri iizerine timol ve
karvakroliin fitotoksik olmadig1 (Gwinn vd 2010), aksine karvakrol, timol, karvon ve
limonenin 500, 250, 125 ve 62.5 pg/ml dozlarinda yabanci ot tohum ¢imlenmesini
digiirmeleri (Azirak ve Karaman 2008) ve 6zellikle karvakrol igerigi yiiksek ucucu
yaglarm O. vulgare ve O. onites kabul edilebilir sinirlarda (%70) en diisiik ¢cimlenme ve
¢ikis oranmi vermesi (Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10) ugucu bilesenlerin tohum tiirii ve
uygulama sekline bagli olarak etkisinin degistigini gdstermistir. Timoliin artan
dozlarmm domates tohumu iizerine fitotoksik etki gostermesi, bu etkinin muhtemel
nedenlerinin uygulama dozu, yontem ve bitki yasmna bagh oldugu saptanmistir (Xu
2010). Goriildiigii tizere ugucu yaglarin ve ana bilesenlerin tohum ¢imlenmesi iizerine
etkileri muhtemelen uygulama dozu, yontem, uygulama siiresi, sekli, tohum ve bitki
tiirline gore degismektedir. Arastirma bulgular1 ve literatiir bilgileri kiyaslandiginda
ucucu yaglarin (ugucu bilesenlerin) tohum ¢imlenme ve ¢ikisi tizerine etkileri kesinlikle
su faktordendir diye bir yargiya varmak giictiir. Bu konuda konuyu acgiklayici yeterince
calisma yapilmis degildir. Ugucu bilesenlerin tohum canliligi iizerine etkisini anlamak
icin bunlarm tohum ¢imlenme srasindaki etki mekanizmalarinin arastirilmasi gerekir.
Direkt doku veya hiicreye mi bir zarar veriyorlar ya da tohum c¢imlenmesindeki
kayiplarin ¢imlenme gereksinimlerinde bir degisiklikle mi bir ilgisi var sorularmin
cevaplanmasi gerekmektedir. Ornegin direkt tohuma uygulanan ugucu yag veya bilesen
cimlenme sirasinda tohumun oksijen almimi bloke edebilir. M. piperita ugucu yaginin
500 ppm dozunun hiyar bitkilerinin solunumunu %350 oraninda diisiirdiigi (Mucciarelli
vd 2001), o-pinenin’in soya fasulyesi kotiledonlarinda oksijen tiiketimini azaltarak
cimlenmeyi engelledigi rapor edilmistir (Penuelans vd 1996). Direkt ugucu yag
uygulamasma goére buhar halinde uygulanmasi tohum ¢imlenmesi iizerine daha fazla
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negatif etki gdstermistir (Vicherkova vd 1999). Diger bir konuda ne kadar siire ile ugucu
yagm tohuma uygulandigidir. Kekik ugucu yaginin bir saaten fazla (Van der Wolf vd
2008) ve %25 dozunun {istiinde ve 4 saatlik uygulanmasi kontrole goére tohum
canliligini digiirmistiir (Groot vd 2004). Ugucu yaglarin Cmm {iizerine antibakteriyel
etkisi ve domates tohum kalitesine etkisi hakkinda kesin bir yargiya varabilmek icin,
oncelikle ticari liretilen ugucu yaglarin bilesenlerinin (bireysel ve kombine etkilerinin)
Cmm ve domates tohum kalitesine etkilerinin arastirildig1 ¢aligmalara ihtiyag vardir.
Antibakteriyel etki ve tohum canlili§1 iizerine olan etki tohum tiirline gore de
degistiginden burada oldugu gibi farkli tohumlar ile yapilmis ¢aligmalarin sonuglarini
karsilagtrmak bilimsel acidan yeterli degildir. Fakat 1,8-sineol, kamfen, karvakrol,
estragol, geranil asetat, linalol, linalil asetat, myrcene, p-simen, timol, a-pellveren, a-
pinen, a-terpinen, o-f thujon, B-pinen, y-terpinenin tohum ¢imlenmesini tesvik etmesi
ve Ojenol, timol, karvakrol, sinnamik asit, metil havikol, sinnamik aldehit, sitral,
geraniol, trans-anethol, bisabolon oksit, linalol, sabinen, sitranelol ve geraniol, karvon
ve cis-carandol, pulegonin yiiksek antibakteriyel etkili olmasi nedeni ile her iki grup
ucucu yag kombinasyonlarm tohum uygulamalarinda basarili ve tersi kombinasyonlarin
ise tohum uygulamalarinda negatif sonuglar verebilecegi belirtilebilir. Sonug olarak,
tohum uygulamasinda ugucu yag tiirii ve dozuna bagh olarak, Cmm’ye antibakteriyel
etkisi, tohum canlig1 iizerine negatif ve pozitif etkisi degisebilmektedir.

Deneme 3’iin sonuglar1 tohum ¢imlenme ve c¢ikis oranlarindaki bir miktar
disiisle beraber genellikle ucucu yaglarm 500 ppm ve iistii dozlarm domates
tohumundaki Cmm’ye kars1 etkili oldugunu gostermistir. Deneme 4’te ise bu ugucu
yaglarin L. stoechas, O. onites, O. vulgare ve R. officinalis film kaplamada
kullanilabilirligi, film kapli tohumlarda inhibisyon zonu (mm), temiz tohum orani (%),
tohumda bakteri yogunlugu (log CFU/tohum), ¢imlenme orani (%), ¢ikis orani (%) ve
fide basina Cmm yogunlugu (log CFU/fide) iizerine etkisi belirlenmistir.

Ugucu yaglar ile film kaplanan tohumlarm etrafinda Cmm igeren besi yerinde
Cmm gelismeyen alan (inhibisyon zonu) ne kadar biiyiik ise, ucucu yaglar ile film
kaplama tohumun iiretimden tekrar iiretimde kullanildig1 ara kademelerde dissal
bulagmalara korunmasi o kadar iyi demektir. Tohum Cmm ile bulagik ortama maruz
kalsa bile film kaplama ile tohum kabuguna yiiklenen ucgucu yagm repellent
(uzaklastirict) etkisi ile tohuma bulagsmasmin oOnlebilecegini gostermektedir. Ugucu
yaglar ile film kaplamada Oyle bir formiilasyon gelistirilmeli ki, tohuma yiiklenen
formiilasyon Cmm ile bulasik ortamda yiiksek inhibisyon zonu olusturabilmeli ve
miimkiinse bu etkiyi uzun bir siire devam ettirebilmelidir. Ticari boyuta diislintildigii
zaman etkili bir ugucu yag uygulamasinin mutlaka dozlarmm hazirlanmasi ve
coziindiiriilmesi gerekir. Yogunluk farki nedeni ile su—yag fazi olusacagindan su ile
seyreltilerek ugucu yag dozlarinin hazirlanmasi miimkiin degildir. Diger ugucu yag
coziiciilerden %70’lik etil alkol, gerek tohum uygulamas: gerek film kaplama sonrasi
tohumlarda ucgucu yagm kalict olmasi istendiginden etkili bir uygulama degildir.
Deneme 4’te DMSO (%10) ile ¢oziindiirerek ve seyreltilerek hazirlanan ugucu yag
dozlarmin ise film kaplama sonrasi tohumlarda Cmm ile bulasik ortamda inhibisyon
zonu olusturmadig1 ve kontrolle (sadece steril saf su ile kaplanan Cmm ile bulagik
domates tohumu) ayni degeri verdigi tespit edilmistir. Biitlin ugucu yaglarin
coziindiiriilerek hazirlanan dozlarmm (250, 500, 1000 ve 5000 ppm) kontrolle ayni
inhibisyon zonu 3 mm olusturmasma karsin, hi¢ seyreltme yapilmayan saf doz
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dozlarmin ise etkili bir uygulama olan bakir siilfattan (ticari nanobakir) bile daha yiliksek
inhibisyon zonu olusturduklar1 saptanmistir. Ugucu yaglarin seyreltilmis olan dozlari
film kaplama ile tohuma yiiklendiginde kontrole gdére Onemli bir inhibisyon zonu
olusturmamasma ragmen, ayni dozlar ile sadece tohum uygulamasi yapilan ve
uygulamadan hemen sonra tohumlarin etrafinda Cmm gelismeyen inhibisyon zonlarinin
oldugu tespit edilmistir. Film kaplama ve tohum uygulamasinda bakir siilfat (ticari
nanobakir) uygulanan tohumlarin giiclii bir inhibisyon zonunun olugmasi ise dikkat
cekicidir (Cizelge 4.10). Ucucu yaglarin antimikrobiyel etkinligi bir¢ok faktoriin
yanisira, ¢Oziicli olarak kullanilan maddeler ile de farklilik gosterebilmektedir (Evren ve
Tekgiiler 2011). Baska maddeler ile beraber kullanimlar1 sinerjitik veya antagonistik
etkiye neden olmaktadir (Toroglu vd 2006). Aseton, etil asetat, su ile kaynatma,
metanol, kloroform ve etanol igerisinde ¢ozlindiirme gibi (Benli ve Yigit 2005) bircok
¢oziicii yontem olmasmna karsin DMSO 1iyi ve etkili bir ¢oziidiir (Azaz vd 2002,
Altundag 2007). Film kapli tohumlarda goriilen diisiik inhibisyon zonu degerlerini
artrmak i¢in daha etkili film kaplama formiilasyonlar1 ¢alisiimalidir. Ugucu yagin
etkinligini artirmak i¢in mutlaka iyi ¢6ziinmesi ve etkili bilesenlerin doz icerisinde iyi
homojenize olmas1 gerektiginden, ¢oziinen bu etkili maddeleri tohum ylizeyinde daha
1yi tutabilecek formiilasyonlar arastirilmalidir.

Deneme 4’te Cmm ile bulasik domates tohumlarinmn film kaplanmasi ve
bunlarda %100 temiz tohum oraninin hedeflenmesi yapilan film kaplamanin kabuktan
olabilecek bulagmalar1 6nlemesi ve embriyoda Cmm bulasiklig1 var ise bunun ortama
bulagmasinin 6nlenmesi agisindan 6nemlidir. Ugucu yaglar ile film kaplamanin Cmm
ile bulagik domates tohumunda %100 temiz tohum orani vermesi kaplamanin etkinligi
acisindan Onemli bir bulgudur, ancak bunun sahaya uygulanabilmesi icin yeterli
degildir. Bu parametrede uygulamalar %100 etkili olsa bile tohumda hi¢ Cmm
inokulumu yok anlamanina gelmez. Bulgular L. stoechas, O. onites ve O. vulgare ugucu
yaglarinin 500 ppm ve iistli uygulamalarinda ve R. officinalis’in ise 1000 ppm ve
istiinde %100 etkili oldugunu gostermistir. Bu uygulamalarda domates tohum
kabugunda her ne kadar i¢sel bir Cmm bulasikligi olsa bile Cmm gelisiminin
engellendigi ve besi yerinde tohumlar etrafinda Cmm gelismedigi tespit edilmistir.
Bulgularin literatiir ile uyumunu incelemek iizere yapilan taramada domates tohumuna
ucucu yaglarm film kaplama ile Cmm’ye karsi yiiklendigi bir bulguya
rastlanilamamistir. Elde edilen bulgularin bu konudaki ilk veriler oldugu goriilmektedir.

Cmm tohum kabugunun yanisira embriyoda da taginan bir fitobakteridir. Tohum
kabugunun altinda tasman bu bakteri ile yapilacak olan miicadele ¢alismasinin igsel ve
digsal biitin Cmm bulasikligma kars1 etkili olmas1 gerekir. Vakum inflitrasyonu ve
calkalama ile Cmm’nin bulastirildig1 domates tohumlar1 farkli ugucu yaglarm farkli
dozlar1 ile kaplanmis ve tohumdan Cmm inokulumunun ne 6l¢tide yok edildigi Deneme
4’te arastirilmustir. Ugucu yag film kaplamanin log CFU/tohum degerleri iizerine etkili
oldugu tespit edilmistir. Embriyoda taginan Cmm’ye karsi basarili bir tohum film
kaplamasi i¢in log CFU/tohum degerlerinin O olmasi, karantinaya tabii olan Cmm’nin
tohumda O oraninda bulunmasi hedeflenmistir. Diger bir ifade ile yapilan ugucu yaglar
ile film kaplamanmn %100 etkili olmasi hedeflenmistir. Klasik olarak tohum
ekstraksiyonundan sonra besi yerine yayma ile belirlenen log CFU/tohum degerlerine
gore, O. vulgare’nin 1000 ve iistli dozlar1 ve diger biitlin ugucu yaglarin ise 5000 ppm
dozu 0 log CFU/tohum degeri, verirken bunun real time PCR ile dogrulamasinda, O.
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vulgare’nin yine 1000 ppm ve tistli dozlari, L. stoechas ve O. onites’in ise 5000 ppm
dozu Cmm agisindan negatif sonug verirken, R. officinalis ise 5000 ppm dahil biitiin
dozlar1 Cmm ag¢isindan pozitif sonug vermistir.

Besi yerinde (SCM) gelisim ve real time PCR sonuglarina gore, O. vulgare nin
1000 ppm ve istli, L. stoechas ve O. onites’in 5000 ppm ve istii dozlar1 0 log
CFU/tohum degeri verdiklerinden, ¢calismanin hedefine yonelik basarili ugucu yag film
kaplamasi1 olarak tespit edilmislerdir (Cizelge 4.12 ve Cizelge 4.13). Ozellikle O.
vulgare’nin 5000 ppm dozundan yapilan DNA’nin PCR i¢in negatif kontrol olan suya
yakin bir deger verdigi, Cmm gelisimi agisindan negatif sonu¢ verdigi goriilmektedir.
Oysa pozitif kontrol olan direkt Cmm 3/1A izolatina ait DNA’nin ve deneme icin
negatif konrol olan steril saf su Cmm ile bulagik tohum sadece sutpolimer karigimi ile
kaplanmis uygulamasindan tohum ekstraksiyonu sonunda izole edilen DNA ise 88
°C’deki erime egrisi ile aym pikleri vermigler ve her ikisininde Cmm olduklari
dogrulanmigtir. Bulgularin literatiir ile uyumu incelendiginde dogrudan domates
tohumunda ugucu yaglar ile film kaplama, bunun Cmm ve tohum kalitesi iizerine
etkilerine dair bir bulguya rastlanilamamustur.

Besi yerinde gelisim ve real time PCR bulgularina gore L. stoechas tohumda
bakteri yogunlugunun diistiriilmesi konusunda {igiincii yiiksek etkili ucucu yag oldugu
goriilmektedir. Kontrolde 4.24 log CFU/tohum degeri, bu ucucu yagin 5000 ppm
dozunda 0 log CFU/tohum degeri vermistir (Cizelge 4.12). Diger dozlarda ortalama Ct
degerleri swrasiyla 28, 32 ve 33 gibi degerler alarak Cmm gelisimi pozitif iken, 5000
ppm de Ct degeri 35’in iistiine ¢ikarak, Cmm agisindan negatif deger vermesi, bu dozda
Cmm gelisiminin olmadigini ve bunun benzer amacli yapilacak olan film kaplama
calismalarinda kullanilabilecegini gostermistir.

Tohum ekstraksiyonu ve besi yerinde gelisim sonucunda R. officinalis’m diger
biitiin dozlarinda tohumda bulasiklik oldugu tespit edilirken, 5000 ppm dozunda 0 log
CFU/tohum degeri elde edilmistir (Cizelge 4.13). Fakat ayn1 dozun real time PCR ile
dogrulamasinda 34 Ct degeri ile bu dozda ugucu yag uygulamasmin tohumdaki Cmm’yi
tamamen yok etmedigi ve Cmm agisindan pozitif sonu¢ verdigi goriilmiistiir. Tohum
ekstraksiyonu ve besiyerinde gelisim degerlerinin real time PCR ile de dogrulanmasi, R.
officinalis ugucu yaginin 5000 ppm dozunda 0 log CFU/tohum degeri vererek etkili bir
uygulama oldugu yanilgismi ortadan kaldirmistir. Doz artisina bagh orak Ct
degerlerinin de artig1 ve O. vulgare’nin 1000 ppm ve iistii dozlarinda, L. stoechas ve O.
onites’in 5000 ppm’de Ct’degeri 35’in iistline ¢itkmis ve Cmm acisindan negatif deger
vermistir. R. officinalis’te ise doz artigina bagh olarak Ct degerleri artmis ve higbir
dozda 35°n istiine ¢ikmamig ve biitiin dozlar Cmm agisindan pozitif sonu¢ vermistir
(Cizelge 4.13). Besi yerinde gelisim sirasinda ¢ok sayida faktor patojen gelisimini
etkileyebilmekte ve yanlis sonuglar da almabilmektedir. Gelisen koloni yapisindaki
farklilik nedeni ile Cmm kolonisi olan koloniler Cmm degilmis gibi veya Cmm dis1
gelisimler Cmm imis gibi degerlendirilebilmektedir. Fakat buradan elde edilecek saf
kiiltiirlerin DNA analizi (PCR bulgular1) daha giivenilir sonuglar vermektedir. Real time
PCR DNA amplikasyonunun es zamanli olarak goriintillenmesini saglayan daha c¢ok
floresan boyalarin ve problarin kullanildig1 kantitatif bir PCR teknigidir. Primer
dimerleri olugma riskinin diginda giivenilir bir tekniktir. Ct degerinin agilimi treshold
cycle olup, DNA amplifikasyonu sirasinda floresan 1smim esik degerinin asildigir dongii
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sayisidir ve real time PCR analizlerinde 6nemli bir parametredir. DNA’nim 6lii ve canlt
hiicreleri ayirmak amaci ile Cmm iizerinde yapilan bir ¢alismada, DNA’nin boyanmasi
icin etidium monoazid (EMA)’nin kullanilmis ve bu sekilde domates tohumunun
ektraksiyonundan Cmm’nin teshisinde real time PCR’mn etkili teknik oldugu ifade
edilmistir (Lou vd 2008). EPPO tarafindan da real time PCR’m 10" CFU/ml gibi diisiik
bakteri yogunluklarinda bile Cmm’nin tohum lotundan tespitine olanak verdiginden
etkili bir teknik oldugu belirtilmis ve Cmm’nin tohum lotlarindan tespitini onerilen
protokollere dahil edilmistir (EPPO 2013). Bu teknikle tohumdan Cmm’nin tespitine
yonelik basarili sonuglar alindigr goriilmektedir. Cmm’nin tespitinde, tohum
ektraksiyonlarinin diliisyonuna dayanan, Terminal Diliisyon TDPCR ile timol
uygulamasinda 0 log CFU/ml tespit edilmistir. Zenginlestirilmis besiyerinde gelisimden
sonra yapilan izolasyon anlamma gelen bio-enrichment TDPCR’m, 10° seyreltmede
bile Cmm agisindan pozitif sonu¢ verdiginden etkili oldugu ancak zenginlestirilmis
besiyerinde gelisim sirasinda saprofit gelisimlerinde Cmm ile rekabete gireceginden
dogru sonuglar almamayacagi goriilmiistiir (XU 2010). Bio-PCR ile CMMS5/CMM6;
CM3/CM4 primerleri ile 1 bulasik tohum/10 000 tohum ve CMMS/CMM6, PSA-
4/PSA-R primerleri ile 1 bulasik tohum/10 000 tohum tespit edilebilmektedir (Hadas vd
2005). Real time PCR’da ITSYG-1/ITSYG-2 primerleri ile 10 bulasik tohum/1000
tohum elde edildigi ve tohumdan Cmm tespitinde real time PCR’in daha etkili oldugu
goriilmektedir (Zhao vd 2007).

Uretimde kullanilacak tohuma uygulanacak her bir islemin tohum kalitesine
olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmas1 mutlaktir. Nitekim miicadele amagli domates
tohumuna yapilan bazi tohum uygulamalarmnin tohumun canlihgim diisiirdigi
gorilmiistlir. X. campetsris pv. vesicatoria’y1l tohumdan eradike etmek i¢in uygulanan
streptomisin siilfat ve sodyum hipoklorit uygulama zamanina da bagl olarak 30 dakika-
24 saat kontrolde %92 olan domates tohumunun ¢imlenme oranini sirastyla %19 ve
68’e diistirmiistiir (Kebede vd 2013). Deneme 4’te yapilan ugucu yag film kaplamasinda
da tipki ugucu yaglar ile tohum uygulamasinda oldugu gibi, domates tohumlarmin
cimlenme oranini diistirdiigii tespit edilmistir. Negatif kontrole (%92 ¢imlenme orani)
ucucu yaglar ile film kaplanan tohumlarda ¢imlenme oraninin genellikle %70-80’lere
distiigii saptanmustir. Yag x doz interaksiyonu, ugucu yag tipi ve dozlar ¢imlenme
oraninit olumsuz yonde etkilemistir (P<0.05). Cimlenme oranlarinda en fazla diisiis
genellikle O. vulgare uygulamalarinda ve doz artisina bagl olarakta bu diismenin artig1
goriilmiistiir (Cizelge 4.14). Dogrudan domates tohumu {izerine ugucu yaglarm film
kaplandig1 ¢calismanin bulgularina rastlanilamadigindan, bu arastirma bu konuda bir ilki
olusturmaktadir. Ancak literatiirde yapilan tohum uygulamalarinda ugucu yag tiirii ve
doza bagh olarak ¢cimlenme oraninin etkilendigi gériilmektedir. Diisiik vigorlu domates
tohumuna %54 ¢imlenme orani, origanum ugucu yaginin %0.1, %0.33, %1 ve %33
dozlarinin uygulandig1 domates tohumunda ¢imlenme oranlar1 sirasiyla %46, %60, %52
ve %40 tespit edilmistir. Doz artisina bagl olarak ¢imlenme oranlarinda diisiis oldugu
ve bunun %0.1 dozu i¢in yaklasik %12 oldugu goriilmektedir. Kullanilan ugucu yagin
icerigi bilinmemekle beraber, ¢ok yiiksek bir doz olan %33 dozunun ¢imlenme oranini
%14’liik bir kayipla sadece %40’a diistirmesi (Van Der Wolf vd 2008), kekik ugucu
yaglarmin herbisidal etkilerinin savunuldugu arastirma bulgularmin (Kordali vd 2008,
De Almeida vd 2010), aksine domates tohumuna ¢ok fazla fitotoksik olmadigni
gostermektedir. Nitekim origanum tiirii kekik ucgucu yaginin domates tohumuna
uygulanan %0.5 dozunun domates tohum g¢imlenmesi {izerine olumsuz etkisinin
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olmadigint gostermistir (Cueto-Wong vd 2010). %50.21 timol ve %3.15 karvakrol
iceren kekik ugugu yaginin uygulandigi domates tohumunda %25’lik dozda kontrolde
%86 olan tohum c¢imlenme orami yaklasik %14’liikk bir kayipla %72’e diismiistiir
(Tobias vd 2007). Ana ugucu bilesen olarak sirasiyla %64-74 karvakrol ve %0.97-2.59
oranlarinda timol i¢eren O. vulgare ve O. onites tohum ¢imlenmesini digerlerine L.
stoechas ve R. officinalis ve kontrole gore daha fazla inhibe etmislerdir. O. vulgare’de
doz artigina bagli olarak ¢imlenme oranindaki diisiisler %13-27 arasinda degismistir.
Cimlenme oranindaki kayiplar O. onites iginse %9-19 arasinda degismistir (Cizelge
4.14). Her iki bulguda timol karvakrol igeriklerinin farkli, literatiir bulgusunda
kullanilan yiiksek doza (%?25) ragmen domates tohumunda olusan c¢imlenme
kayiplarinin yakin oranlarda olmasi, timol ve karvakroliin tohum ¢imlenmesini olumsuz
etkilemedigi (De Martino vd 2010) tezini dogrulamaktadir. Tohum tiirline gorede etki
degisebilmektedir. Nitekim bagka bir tohum tiiriinde benzer ugucu yaglarin ¢imlenme
orani lizerine etkisi farkli olmustur. Origanum ve thymus tiirli kekik u¢ucu yaglarinin
misir tohum ¢imlenmesi lizerine doz artisina baglh olarak %3 ¢imlenme kaybi oldugu
tespit edilmistir. En yiiksek doz olan 16 000 ppm’de bile tohum ¢imlenmesinde kontrole
gore onemli kayip olmadigi, kontrolde %95 olan ¢imlenme oranmin en fazla %93’e
distiigii goriilmistiir (Christian ve Goggi 2008). Bu bulgular domates tohumunda
cimlenme oranindaki kayiplarin kekik ugucu yaglari i¢cin timol ve karvakroliin disindaki
bilesenler tarafindan etkilendigini gostermistir.

Film kaplamada kullanilan lavanta L. stoechas ugucu yag1 sasirtict bir sekilde en
yikksek ¢imlenme oranini (%82) vermistir. Bu ugucu yagin kontrole gore c¢imlenme
oranindaki kayiplar dozlara bagli olarak %3-17 arasinda degismistir (Cizelge 4.14).
Lavanta ugucu yaglarinin tohum uygulamasima dair bir arastirma bulgusunda, kontroliin
¢imlenme oranit %90 iken, L. coronopifolia ekstraktimin 500 mg/ml dozu ile domates
tohum uygulamasimda %98 ¢imlenme orani elde edilmis ve ugucu yagin domates tohum
c¢imlenmesini tesvik etigi goriilmiistiir (Talibi vd 2011). Ugucu bilesenlerin dogrudan
petriye ¢imlenme soliisyonu olarak verilmesi 10 ve 20 ug/petri, yiiksek oranda sodyum
hipoklorit igerigi %15 ile tohumlarin yiizey sterilizasyonu yapilmasi ve farkli tohum
tiirlerinde ¢alisilmasi gibi farkliliklara ragmen, kamfor, fenkon ve kamfen’in yabanci ot
tohum ¢imlenmesini inhibe ettigi tespit edilmistir (Kordali vd 2007). L. stoechas’in
iceriginde kamfor, fenkon ve kamfen’in yiiksek oranda bulunmasma ragmen diger
ucucu yaglara oranla daha yiiksek tohum ¢imlenmesi vermesi ilgingtir (Cizelge 4.14).
Bu sonu¢ sadece ana ugucu bilesenlerin tohum c¢imlenmesi iizerine tek baslarma
etkilerinin yeterli olmadig1 ve diger ucucu bilesenlerin kombinasyonun onemli katkisi
oldugunu gdstermistir. igeriginde %37.78 oraninda kamfor iceren ucucu yagm hekzan
ekstraktl, normal ugucu yagina gore yabanci ot tohum c¢imlenmesini daha az
diisiirmiistiir (Kordali vd 2009). O. onites’in ugucu yagmin %70.5 karvakrol ve %2.19
timol ve hekzan ekstrakti ise %80.50 karvakrol ve %7.53 icermekte ve ugucu yagma
gore hekzan ekstraklarmnin daha yiiksek karvakrol ve timol icerdigi goriilmektedir. Buna
ragmen domates tohum c¢imlenme oranmi diisiirmemesi (Kotan vd 2014) tohum
cimlenmesinin sadece karvakrol ve timol iceriginden etkilenmedigini, ¢dziiciiniin,
ekstrakt veya ugucu yag olmasmin da ¢imlenme oranlarmi farkli sekilde etkiledigi
goriilmiistiir.

Cimlenme testleri in vitro kosullarda yapilmaktadir. Bu testlerin yapildigi ortam
kosullar1 ¢imlenme gereksinimleri okjijen, sicaklik, nem ve tohum agisindan optimum
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diizeydedir. Bundan dolay1 laboratuvar ortaminda yiiksek tohum canlhiligi veren
uygulamalarin yetistirme ortaminda da ayni sonucu vermesi beklenemez. Nitekim ayni1
ucucu yaglar O. vulgare ve O. onites ile film kaplanan domates tohumlar1 laboratuvar
kosullarinda en diisiik ve farkli ¢imlenme oranlari vermesine karsin, ¢ikis testlerinde
aynt ¢ikig oranlarmi vermistir. Yiksek c¢imlenme orani veren L. stoechas ve R.
officinalis ise benzer sekilde ayni ¢ikis oranlarint vermislerdir (Cizelge 4.15). Nitekim
istenmeyen bitki tohumlarinin ¢imlenmesinin engellenmesine yonelik ugucu yaglar ile
yapilan arastrmalarda (Kordali vd 2009, Rahimi vd 2013) ugucu yag soliisyonu ile
tohum ¢imlendirme solisyonu (su) bir arada verilmektedir. Bu sekilde yapilan
uygulamalarda ugucu yag buhari tohumun ¢imlenme ortamindan uzaklagsmamaktadir.
Gaz formundaki ugucu bilesenler laboratuvar kosullarinda ¢imlenme sirasinda
tohumlarm oksijen alimimi engeleyebilmekte ve sonug¢ olarak ¢imlenme oranini
disiirmektedirler. Fakat fide yetistirme harcinda, ortama verilen sulama suyu hem ugucu
yag dozunu seyreltebilir hem de ugucu bilesenlerin yetistirme harcinda gaz formunun
1yl homojenize olmas1 yogunluklarinin diismesi ve tohum ¢imlenme ortamimdan gaz
formunda uzaklagmalar1 nedeni ile daha yiiksek ¢ikis oranlar1 verebilirler. Nitekim depo
zararlilarma karst ucucu yaglar ile fumigasyon tohum c¢imlenmesini etkilememekte,
tohumdaki zararliy1 uzaklastirarak primer ve sekonder tohum zararlar1 6nlendiginden
cimlenme ve ¢ikis tesvik edilmektedir (Ratnasekera ve Knayanathara 2010). Herbisidal
calismalarda ise bizzat tohumun ¢imlenme ortamina veya ¢ikis ortamima ucucu yag
verilmesi, ¢imlenme ve ¢ikis oranini diisiirmektedir (Amri vd 2012, Yilar vd 2012).
Fumigasyonda tohum belli bir siire ucucu yag buharmma maruz brrakilmakta ve daha
sonrasinda ugucu yag buhar1 ortamdan uzaklagsmaktadir. Ugucu yag buhar1i tohum
cimlenme veya ¢ikis ortamida bulunmadigindan olumsuz bir etkisi olmamaktadir. Ama
herbisidal c¢alismalarda ugucu yag direkt tohum c¢imlenme ve ¢ikis ortamima
verildiginden ve burada denemelerde olusan ugucu yag buhar1 ortamdan uzaklagsmadigi
icin tohumun oksijen alimmi engellemekte, ¢imlenme veya c¢ikisi diistirmektedir
(Penuelans vd 1996, Mucciarelli vd 2001). Nitekim ugucu yaglar giiclii fumigant etkileri
ile patojen gelisimini engeleyebildikleri gibi (Basim vd 2000), tohum ¢imlenmesini de
diigiirebilmektedirler (Vicherkova vd 1999). Monoterpenlerin tohum ¢imlenmesi
iizerine etkileri tam anlamiyla ortaya konulamamistir. Ancak, bu etkilerinin solunum,
mitoz bolinme, fitohormonlarin aktivitesi, bitki savunma sistemleri ve hiicre membran
ozellikleri ile 1ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Cin siitlegeni Euphobia heterophylla
bitkisinin tohum ¢imlendirme testinin birinci giiniinde embriyo solunumu ¢imlenme
sirasinda oksijen tliketimi lizerine limon otu C. winterianus ugucu yagmin farklh
dozlarmm %0.03-0.25 (v/v) etkisi arastirilmistir. Inkubasyondan 24 saat sonrasinda
yapilan gbézlemde, toplam embriyo solunumunun ya da oksijen tiiketiminin limon otu
ucucu yag uygulamasindan etkilenmedigi goriilmiistiir (Iwamoto vd 2012).

Deneme 4’te film kaplama ile domates tohumuna yiiklenen ugucu yag x doz
interaksiyonun, ugucu yaglarin ve dozlarin domates tohum ¢ikis zamani ilizerine 6nemli
bir etkisi tespit edilememistir. Kontrole yakin degerler aldiklar1 ve ortalama ¢ikis
zamaninin 3.1-3.7 giin arasinda degistigi goriilmiistiir (Cizelge 4.15). Ucucu yag ile film
kaplanan domates tohumlarinin ¢ikis zamanlarinin kontrole gore ¢ok fazla degismemesi,
fidelikte yetistirme harcinda iiniform c¢ikis i¢in Onemlidir. Konuyla ilgili literatiir
taramasinda domates tohumunun ugucu yag ile film kaplanmasina dair herhangi bir
bulguya ulasilamigtir. Fakat tipki deneme 3 ve 4’teki gerek ucucu yag tohum
uygulamasi gerekse film kaplamada ugucu yaglarin tohum c¢imlenme ve c¢ikisini
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etkilemesi, c¢imlenme ve c¢ikis zamanini etkilememesinde oldugu gibi, domates
tohumuna uygulanan Myrtaceae familyasina dahil 15 adet bitki ekstrakti (%10 w/v)
icerisinden Eugenia punicifolia, Myrcia multiflora ve Myrcia splendes’in domates
tohum c¢imlenme oranini diisirmesine ragmen tohum c¢imlenme ve ¢ikis zamanini
etkilemedigi goriilmiistiir (Imatomi vd 2013). Bu bulgular ugucu yaglarin olasi tohum
iizerine negatif etkilerinin ilk uygulandiklar1 anda oldugunu ve sonrasinda bir etkilerinin
olmadigin1 gostermektedir. Diger bir ifade ile ugucu yagin tohuma uygulama ve film
kaplamasinda, eger bir negatif etkisi var ise ¢imlenme sirasinda goriilmekte, ¢imlenme
veya ¢ikig zamanina bir etkisi olmamaktatir.

Tohumla taginan Cmm’nin tohumdan fideye geg¢isi ile fideler ve dolayist ile
biitiin fidelik bulasik hale gelebilmektedir. Cmm’nin tohumdan fideye gecisine dair
farkli bilgiler olsa da, diisiik bir bulasikligm bile ge¢gme olasilig1 dikkate alinmak
durumundadir. Tohum lotu igerisinden yapilan orneklemede 10 000 adet domates
tohumundan 1 tanesinin bile Cmm ile bulasik olmasi biitiin tohum lotunu ve fideligi
bulastirabilir ve epidemi olusabilir. Bu nedenle her ne kadar tohumda bakteri yogunlugu
(log CFU/tohum) degerleri belirlense de, bu tohumlardan gelisen fidelerde de bakteri
yogunlugunun belirlenmesi gerekir. Deneme 4’te log CFU/fide degerleri ugucu yaglar
ile film kapli domates tohumlarindan gelisen fidelerden ekstraksiyon yapilarak hem yar1
secici besi yerinde (SCM) hem de bu sonuglarin dogrulanmasi amaci real time PCR ile
yapilmistir. Cmm gibi emriyo ile tasman etmenlerin karantina prosediirleri geregi
onerilecek olan tohum uygulamasi veya film kaplamanmn risk olusturmamasi
istenmektedir. Yapilan film kaplama Cmm ile bulasik domates tohumundaki var olan
inokulum miktarmi tamamen yok etmelidir. Diger bir ifade ile test edilen
parametrelerden temiz tohum orani agisindan %100 etki gosterirken ayn1 zamanda O log
CFU/tohum, fide veya ml vermelidir. Bu agidan arastirmanin biitiin basamaklarinda en
etkili ucucu yag olan O. vulgare’nin 1000 ppm ve iistii dozlarda bu basarilmistir
(Cizelge 4.17). Film kaplamaya dair benzer bir literatiir bulgusuna rastlanilmamakla
beraber, ana ugucu bilesenlerden sadece timol ile tohum uygulamasinin, sonuglarinin
terminal diliisyon PCR ile dogrulandig1 bir arastirmada domates tohumundaki inokulum
miktarm1 Cmm yogunlugunu tamamen yok ettigi tespit edilmistir (Xu 2010). Tohuma
uygulanan O. vulgare’nin %33 dozu 6.1 log CFU/ml domates tohumunda Cmm
yogunlugunu 0 log CFU/ml’ye diistirmiistiir (Van Der Wolf vd 2008). Cizelge 4.17°de
goriildiigii gibi L. stoechas’m 5000 ppm dozu 0 log CFU/fide vermistir. Benzer bir
tohum uygulamasinda farkl: bir lavanta tiirliniin L. coronopifolia 500 mg/ml dozunda
ekstrakti tohumda Cmm miktarint diisiirmiis fakat tamamen yok etmemistir (Talibi vd
2011). Kantitatif bir teknik olan real time PCR, besi yerinde gelisim degerleri agisindan
negatif bulunan R. officinalis’in 5000 ppm’de 0 log CFU/fide sonucunun, PCR
acisindan pozitif sonu¢ vermesi (Ct>35) ile bu ucucu yagm bu dozunun etkili oldugu
yanilgisini ortadan kaldirmistir. Real time PCR tohumda Cmm tespit konusunda etkili
tekniktir (De Leon vd 2011). Bu durum Deneme 4’de c¢ikis testlerindeki Cmm
lezyonlar1 ile de teyit edilmistir. Cikis testlerinde yar1 segici besiyerinde ve real time
PCR sonuglarinda Cmm gelisiminin pozitif tespit edildigi uygulama ve dozlardan
gelisen fidelerde doza bagli olarak kotiledon ve fide simptomlar1 goriiliirken, Cmm
acisindan negatif sonug verenlerden gelisen fidelerde ise hi¢ simptom goriilmemistir.

Log CFU/fide degerlerinin besi yerinde koloni gelisimi ve real time PCR
sonuglar1 R. officinalis harig biitiin ugucu yaglar i¢in Ortiistiigli goriilmektedir. Bu ugucu

115



yagm 5000 ppm dozu ile film kaplanan domates tohumlarindan gelisen fidelerde,
besiyerinde gelisimde hic Cmm gelisimi goriilmez iken, real time PCR ile Cmm
saptanmast benzer arastirmalarda sonuglarmn giivenilirligi i¢in mutlaka molekiiler
tekniklerin de kullanilmas1 gerektigini gostermistir. Real time PCR olasi primer
dimerleri diginda hassas ve kantitatif bir teknik oldugundan disiikk yogunluktaki
inokulumlar bile tespit edilebilmektedir. Ayrica besi yerinde gelisim sirasinda besi
yerinin pH’s1, igerigi, miktari, sicaklilk nem gibi kosullar patojen gelisimi tizerinde
etkilidir. Sadece besi yerinde koloni gelisimi farkli sonuglar dogurabilir. Bakteriler
logaritmik olarak cogalan canlilar olduklarindan her ne kadar spesifik besi yerleri
kullanilsa da koloni morfolojileri kolaylikla ve hizla degisebilmektedir. Besi yerinde
koloni gelisimine gdre uygulamalarin etkili ve etkisiz diye nitelendirilmesi sonuglarin
uygulamaya aktarilmasi agisindan risk olusturmaktadir. Bulasik bir uygulama 6rnegi
temiz diye ifade edilebilmekte ve bu uygulamadan tliretim sahasinda domates bakteriyel
kanser ve solgunluk hastalig1 gelisebilmektedir. ISTA, ISF, EPPO ve ISHI uluslararasi
kurulaglar ve bunlara akredite laboratuarlarin tohum saglik testlerinde onerdikleri
protokollerde klasik ve molekiiler birka¢ teknik ayni anda uygulanmaktadwr (EPPO
2013).

Deneme 5°te ugucu yaglar ile film kaplamanin hazir fide iiretim serasinda
domates tohumlarmmin ¢ikis orani, ¢ikis zamani, fide yas ve kuru agriliklar1 gibi fide
parametrelerine etkisi arastirilmistir. Laboratuvar ¢ikis testlerinde sadece steril saf su ile
film kaplanan negatif kontrol olan uygulama %91 ¢ikis oran1 verirken, hazir fide iiretim
serasinda %80 c¢ikis orami vermistir. Kullanilan domates tohumu standart bir cesit
oldugundan bu ¢ikis oranindaki diislis normal goriinmektedir. Benzer sekilde incelenen
parametreler ¢ikan tohum sayisi, ¢ikig orani, ¢ikis zamani, fide yas ve kuru agirlhig
iizerine film kaplanan ugucu yag x doz interaksiyonunun, ugucu yaglarin ve dozlarin
onemli bir etkisi tespit edilemezken, ucucu yaglarinin ¢ikis oranlari1 kontrole gore
diismiis ve %69-72 arasinda degismistir. Laboratuvar denemelerinde ugucu yag film
kaplamalarinin ¢ikis orani kontrole gore %11-17 daha diisiikken, hazir fide iiretim
serasinda kontrole gore %8-11 daha diisiik ¢ikis orani vermislerdir. Hazir fide iiretim
serasindaki diisiik ¢ikis orani, kontrolde de laboratuvara gore yaklasik %11 disis
oldugundan dolay1 sadece ugucu yag film kaplamasmndan degil, tohumun kendi
degerinden de kaynaklanmistir. Yine ¢ikis zamani laboratuvar ¢ikis testlerine gore biraz
daha uzamis, yaklasik 3.0-4.2 giin arasinda degismistir. Fide yas agirhig1 8.1-8.7 g, fide
kuru agirliklar1 ise 5.3-5.7 g arasinda degismistir (Cizelge 4.18). Bulgularm literatiir ile
uyumunu karsilastirmak i¢in yapilan taramada, domates tohumuna ugucu yag film
kaplamasma dair bir bulguya ulasilamamistir. Arastrma bulgularmma benzer bir
calismada domates tohumuna timol uygulandigi ve yapilan bu uygulamanin bazi fide
parametrelerine (slirglin kuru agirhigi, kok kuru agirhigr ve siirglin boyu) onemli bir
etkisinin olmadig:1 tespit edilmistir. (Xu 2010). Benzer sekilde domates tohumuna
bitkisel ekstratklarin uygulanmasmin, fide boyu, toplam kuru madde, fide gdvde
kalinlig1 ve anormal fide gelisimine etkisinin 6nemsiz oldugu saptanmistir (Tobias vd
2007). Deneme 5 ve literatiir bulgular1 ugucu yag tohum uygulamasi, domates
fidelerinin kok ve yesil aksam gelisimini Onemli diizeyde etkilemedigini gostermistir.
Fakat domates tohumu disindaki diger tohumlara ve hedef patojenlere ve farkli
amaclara yOnelik tohum film kaplamalara dair farkli bulgular vardwr. Celtik
tohumlarinda antifungal amacl, 6jenol+kitozan lignosiilfat polimer film kaplamasinina
dair arastirma bulgusunda, ugucu yaglar ile film kaplamanin in vivo sonug¢larmin in
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vitro’dan farkli oldugu, 6zellikle ugucu yag+polimer kombinasyonu ve polimerin su,
oksijen geg¢irgenliginin iizerinde c¢alisilmast gerektigi vurgulanmistir. Ucucu yag
+polimer +patojen+tohum etki mekanizmasinin karmasik oldugu belirtilmistir
(Thobunluepop 2009). Modifeye kitozan ile kaplanan misir tohumlarinda, kontrolde
%82.8 olan tohum ¢imlenmesi %98.7’ye ¢ikmis ve pozitif etkilemistir (Zeng vd 2010a).
Limon otu ucucu yag1 PEG 400 ile yapilan tohum kaplamanmn misir tohumlarmin
¢imlenmesini ve vigoru dislirdiigli, sili biberinin ugucu yaginin ise PEG 400 ile
kaplanmasinin fide gelisimini tesvik etigi goriilmiistiir (Sompamitra vd 2011). Karanfil,
feslegen ve nane ucucu yaglarinin ikigerli kombinasyonlar ile antifungal amagh yapilan
film kaplamada, ugucu yag kombinasyonlar: ile yapilan tohum film kaplamanin misir
cimlenmesini tesvik ettigini géstermistir (Kantapa vd 2011).

Ugucu yaglar ile film kaplanan domates tohumlarinda (Deneme 6) kisa siireli
depolamanin (15, 30 ve 90 giin, +4°C’de, ticari tohum paketleri igerisinde) ¢ikis orani
(%), temiz tohum orani (%) ve tohumda bakteri yogunlugu (log CFU/tohum) etkileri
onemsiz bulunmustur (Cizelge 4.19, Cizelge 4.20 ve Cizelge 4.21). Tohumlarmn
depolama oOncesi ¢ikig orani, temiz tohum orant ve tohumda bakteri yogunlugu
depolama siiresince degismemistir. Bu bulgu ucucu yag ile film kaplanan tohumlarin,
pratikte hemen ya da 15 giin-3 ay siire ile depolanarak yeni liretim sezonunda fidelikte
degerlendirilmesi agisindan olumlu bir sonugtur. Bilindigi {izere, arastimanin
yiriitildiigi ve Tiirkiye’de ozellikle ortii alti domates yetistiriciliginde basi c¢eken
Antalya ili ve ¢evresinde ilkbahar, sonbahar, tek iiriin veya son yillarda oldugu gibi
hemen arka arkaya yetistiricilik yapilabilmektedir. Hatta bazi durumlarda elde kalan
tohumlarm bir sonraki yetistirme sezonunda degerlendirilmesi s6zkonusudur. Depolama
sonras1 ugucu yaglar ile film kapli domates tohumlarinin depolama sonrasi ¢ikis orani
(%), temiz tohum orani (%) ve tohumda bakteri yogunlugu (log CFU/tohum) gibi
degerlerin degismemesi gelistirilen film kaplama formiilasyonunun pratikte
kullanilabilecegini gostermistir. Daha once sonuclandirilmis olan arastirma bulgulari
icerisinde domates tohumunda ugucu yag film kaplamaya dair bir veriye
rastlanmamigtir. Fakat icerisinde timoliin de yer aldigi farkli kimyasallarm Cmm ile
bulasik domates tohumuna uygulandigi bir arastirmada, tohum uygulamasi sonrasi 6, 12
ve 18 ay siire ile yapilan depolama sonrasinda tohum vigor indeks degerlerinde P<0.05
diizeyinde onemli bir farklilik tespit edilememistir (Xu 2010). Arastrma bulgular1
ugucu bilesenler ile yapilan tohum uygulamalarinin depolama sonrasi etkileri 0-12 ay
sliresince Onemli oranda degismedigini gostermistir. Ugucu yag tohum uygulamasi ve
film kaplama sonrasi incelenen parametreler lizerine etkisinin izlenebilmesi i¢in en az
12-18 aylik farkli siirelerde depolama yapilmasi gerektigini gdstermistir.

Genel olarak degerlendiginde arastirmada basarili sonuglarin alindigi ve belli
amagclara ulasildig1 goriilmektedir. Bu tez caligmasinda ilk kez ticari liretimleri olan bazi
ucucu yaglarin Cmm ve domates tohum kalite parametreleri {izerine etkisi
arastirtlmistir. Ugucu yaglarin antibateriyel etkilerine yonelik bulgular igerisinde, ayni
firmadan farkli zamanlarda temin edilen S. officinalis ve R. officinalis ugucu yaglarinin
farkli inhibisyon zonu olusturmalar ticari tliretilen ugucu yaglarda tiretimde kullanilan
bitkisel ham maddeye bagli olarak muhtemelen igeriginin ve sonugta antibakteriyel
etkinliginin degisebilecegini gdstermistir. Ugucu yaglarda antimikrobiyel etki
mekanizmalar1 tam olarak agiklanamakla beraber (Diao vd 2014), cok sayida faktoriin
etkili oldugu gercegi degistirilemez (Ojha vd 2013). Fakat &zellikle ticari iiretimleri
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iizerinde bir standardizasyonuna gidilirse, bircok faktoriin etkisi ortadan
kaldirilabililecektir. Ayn1 firmadan ayni sekilde ayni ekolojik kosullarda yetigen, ayni
yontemle elde edilen ve muhafaza edilen ucucu yaglar iizerinde arastirmalarin
yuritiilmesi gibi. Fakat iiriin ne kadar sanayilestirilirse etkisinin degisecegi mutlaktir.
Ozellikle bu ugucu yaglar icin daha elzemdir, aromatik bilesikler 6zellikle dogal
ekolojilerinde yetistirilen bitkilerde daha kuvvetlidir ve dogadan toplanan formlar daha
yiiksek antibakteriyel etki gostermektedir (Borboa-Flores vd 2010). Fakat her ne kadar
ticari veya dogadan toplanirsa toplansin bir gergek var ki antibakteriyel etki gdsteren
bitki tilirlerinin ticari veya dogadan toplanan formlar1 da antibakteriyel etki
gostermektedir. Tipki burada, daha 6nce bir ¢ok arastirma bulgusunda (Groot vd 2004,
Kizil ve Uyar, 2006) Cmm’ye karsi antibakteriyel etki gdsteren origanum tiirii ugucu
yaglarin O. vulgare ve O. onites yine yiiksek antibakteriyel etki gdstermesi gibi (Cizelge
4.1). Bu yiiksek antibakteriyel aktivitede en biiylik pay ana bilesenler olan timol ve
karvakrol’e aittir (Hussain 2009, Ojha vd 2013). Dolayisi ile ugucu yaglarda biopestisit
olma veya gelistirme yOniinde bir standardizasyona gidilecekse, ana ugucu bilesenler
iizerinde de ¢ahisilmalidir. Ozellikle Cmm ile miicadelede elde edilen yiiksek inhibisyon
zonlar1 nedeni ile O. vulgare ve O. onites ileri ¢aligmalar i¢in iizerinde calisilmasi
gereken bitkiler olarak 6nerilmektedir.

Tohumla tasinan bakteriyel etmenler ile ilgili miicadeleye yonelik aragtirmalarda
patojenin tohum kabugundan %100 eradikasyonu ve eger tohum gomleginin altindaki
kisimlarda embriyo, endosperm tasmiyor ise tohumda O inokulum hedeflenir. Yapilan
tohum uygulamalarinda etkinlik sadece patojene ve uygulanan madde ve dozuna degil
uygulamanin hangi kosullarda ne kadar siire ile yapildigina da baghdir. Her ne kadar
baz1 ugucu yaglarin M. rucutita, M. piperita ve M. communis, 72 saat sonrasinda yapilan
gozlemde gecici etkinlik bakteriostatik etkigdsterdikleri tespit edilse de, L. stoechas, O.
onites ve O. vulgare’in yiikksek dozlari Cmm’nin domates tohum kabugundan %100
eradikasyonu i¢in Onerilmektedir. O. vulgare’nin 1000 ppm ve iistii dozlar Cmm’nin
domates tohumunda igsel ve digsal bulagsmalara karst1 0 log CFU/tohum degeri ile
onerilmektedir. Tohumdaki inokulum miktarim1 belirleme konusunda hassas ve
giivenilir bir kantitatif yontem olan real time PCR ile, se¢ici besiyerinde gelisim sonrasi
orneklerin dogrulanmasi ise 6nemlidir. Nitekim tohum ve fide ekstraksiyonu sonucunda
SCM besi yerinde koloni gesimine gore R. officinalis ugucu yaginin 5000 dozu O log
CFU/tohum degeri vererek etkili bir uygulama olarak goriinse de, nihayetinde real time
PCR analizinde Cmm agisindan pozitif sonu¢ vermistir.

Ucucu yaglar ile film kaplama, Cmm’nin tohumdan eradikasyonunda hedeflenen
0 log CFU/tohum degerinin bazi ugucu yaglarin bazi dozlarinda O. vulgare 1000 ppm
ve Ustll, L. stoechas ve O. onites 5000 ppm ve iistii elde edildigi goriilmektedir. Ayni
zamanda bu ugucu yaglarin tohum kabugundaki Cmm’yi de inhibe ettikleri ve
uygulamalar sonucunda %100 temiz tohum orani verdikleri goriilmiistiir. Hem tohum
kabugundan hem de embriyodan Cmm inhibe edilmistir. Ugucu yag film kaplamasi
domates tohumundaki Cmm’yi tamamen engellemis ve arastirmanin nihai hedefi
acisindan basarili sonuglar alinmistir. Ancak DMSO (%10) ile ¢oziilerek hazirlanan
ucucu yag dozlarmin kontrole gore tohum etrafinda 6nemli bir inhibisyon zonu
olusturmamasi ve ¢oziindliirmeden yapilan dozun ise ¢ok daha yiiksek bir inhisyon zonu
olusturmasi ugucu yag film kaplamasmin domates tohumundan Cmm’ye kars1 repellent
(uzaklastiric1) etkisine dair yeni kaplama formiilasyonlarinin ¢aligilmasi gerektigini
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gostermistir. Ucucu yag1 tohum yilizeyinde daha uzun siire tutarak, film kapli domates
tohumlarinda Cmm’ye karsi daha yliksek inhibisyon olusturacak polimer ve ¢oziicii
formiilasyonlar1 ¢aligilmalidir. Film kaplama tekniginde etken madde direk tohum
iizerine yiiklenmektedir. Ama peletleme tekniginde etken madde tohum etrafina kati
partikiiller yardimi ile sardirilmaktadir. Bu bakimdan etkili bulunan ugucu yaglarin
pellet teknigi ile tohum etrafina sardirilmasi hem istenilen amaca ulasmada hemde
tohum iizerine toksik etkileri azaltmada etkin bir yontem olabilir.

Ugucu yag film kaplama domates tohumundaki Cmm’ye karsi etkili olmus ve
tohumdaki inokulum miktarin1 tamamen diistirerek 0 log CFU/tohum vermis ve real
time PCR sonuglar1 da bunu dogrulamistir. Ancak gerek laboratuvar gerekse kontrollii
sera kosullarinda yliriitiilen ¢imlenme testi ve ¢ikis testlerinde kontrole gére ¢imlenme
ve ¢cikis oranlar1 %69-70’e kadar diismiistiir. Ugucu yaglarin icerik analizinde one ¢ikan
ana bilesenlerin miktar1 ve TTC testi sonuglarina gére ¢cimlenme ve ¢ikis oranindaki
kayiplarin biiylik olasilikla igerikler ve tohumun c¢imlenmesi sirasinda g¢imlenme
gereksinimlerdeki degisikle oldugu kanisina varilmistir. Kisaca ucucu yaglarin direkt
tohum dokusuna veya embriyoya karsi olusturdugu bir fitotoksiden degil de, tohum
kabugunda olusturdugu etkiyle tohumun oksijen alimini engelledigi diisiiniilmiistiir.
Stiphesiz bunu dogrulayan bulgular mevcuttur (Penuelans vd 1996, Mucciarelli vd
2001). Genel olarak degerlendirildiginde arastirma bulgularina benzer sekilde daha 6nce
bircok ¢alismada (Groot vd 2004, Altundag 2007, Van Der Wolf vd 2008, Borboa-
Flores vd 2010) kekik ugucu yaglarmin O6zellikle de origanum tiirlerinin yiiksek
antibakteriyel etki gosterdikleri atfedilmektedir. Daha once O. vulgare ve O. onites
ucucu yaglarinin ana bilesenleri olan karvakroliin ve timoliin tohum ¢imlenmesi iizerine
fitotoksik olmadigir (De Martino vd 2010) bilinmemektedir. Ugucu yaglarin domates
tohum c¢imlenmesini olumsuz etkilemedigi (Cueto Wong vd 2010), diger bitki
tohumlarma fitotoksik oldugu (Ismail vd 2013), fitotoksite gdstermedigi (Christian ve
Goggi 2008, El-Mougy vd 2012) veya cimlenmeyi tesvik ettigi (Mancini vd 2009,
Mbega vd 2012) saptanmistir. Deneme 3 ve Deneme 4’te ise doza bagl olarak domates
tohum ¢imlenmesini diistirdiikleri tespit eilmistir. Ugucu yaglarin tohum uygulamasima
dair farkli bulgular ugucu yag ve ana bilesenlerin direkt domates tohum kalitesi iizerine
etkine dair detayli arastirmalarin yapilmasi gerektigini géstermistir.

Ugucu yaglarin her ne kadar tohum ¢imlenmesi iizerine etki mekanizmalar1 tam
olarak tanimlanmasa da (Iwamoto vd 2012), hangi mekanizma ile tohumlarin
cimlenmesine antagonistik, sinerjitik veya notr etki goriildiigiiniin aciklanmasi
gerekmektedir. Bu tez caligmasindaki bulgular gerek in vitro gerekse in vivo kosullarda
ucucu yag tohum uygulamasi ve film kaplamasmin domates tohumunun ¢imlenme ve
cikis oranmi disiirdiigiinii gostermistir. Fakat c¢imlenme ve ¢ikis oranlarindaki bu
kayiplar genel olarak kontrole gore %5-17 oraninda daha diisiikk olmus ve en yiiksek
dozlarda bile %70’in altmma diigmemistir. Dolayisiyla bulgular ugucu yaglarm tohum
cimlenmesine tamamen fitotoksik olmadigmi gostermistir. Benzer sekilde 1600
pg/tohum = 16000 ppm timol uygulamasi misir tohumunun ¢imlenme oranini sadece
%20 oraninda diislirmiistir (Waliwitiya vd 2005). %0.125 oraninda timol, §jenol,
karvon ve terpinen-4-ol’'un ve %1 1,8 sineol’lin arpa tohum ¢imlenmesine negatif etki
gostermedigi bulunmustur (Morcia vd 2013). Hiyar tohumlarina fumigant uygulama
sonras1 sarimsak, nane ucucu yaglar1 kontrole gére %50 oraninda ¢imlenme oranini
artirmigtir (Farrag ve Moharam 2012). Tamamiyle ugucu yaglarin gaz formuna maruz
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brrakilan A. githago, A. retroflexus, S. arvensis, C. album ve L. sativa tohumlarinda
cimlenme ve kok gelisiminin tamamen durdugu goriilmistir (Yilar vd 2012). Ugucu
yaglarin kontakt ve fumigant uygulamalarin domates tohum ¢imlenmesi {izerine
etkilerinin belirlenmesi gerekir. TTC testinin sonuglart ugucu yaglarin tohum
¢imlenmesi lizerine etkisinin direkt tohum dokusuna fitotoksiteden degil, tohumun
cimlenmesi sirasinda oksijen alimini engellemesinden kaynaklabilecegini gostermistir.
Bu etki tohumun ¢imlenme ortaminda ucucu yaglarin gaz formunda olmasi, heniiz
mekanizmasi bilinmemekle beraber, ¢imlenme ortamin havasindaki gazlarin oksijen ve
ucucu yaglarin buharlasarak ortama verdikleri gazlarin tohumun oksijen aliniminin
Onlenmesi seklinde olabilir.

Domates tohumlarina ugucu yag uygulamasi ve film kaplamanin ¢imlenme ve
¢ikis zamani lizerine onemli bir etkisi olmamistir. Tohum ¢imlenmesi gecikmemis veya
kontrole gore hizlanmamistir. Bu nedenle fide liretimi sirasinda heterojen bir ¢ikis
goriilmemistir ve bu 6zellikleri nedeni ile pratikte kullanilabilecektir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez c¢aligmasinda ilk kez ticari ucucu yaglar ile domates tohumundaki
Cmm’ye kars1 tohum uygulamasi ve film kaplama calisiimistir. Ozellikle film kaplama
ile domates tohumuna yiiklenen ugucu yaglarin tohumun hasattan tekrar iiretimde
kullanildig1 biitiin ara kademelerde Cmm’ye karsi tohumu korumasi, olasi igsel
bulasiklig1 yok etmesi ve 6zellikle domates fide liretimindeki Cmm kaynakli sorunlarin
¢Oziimii hedeflenmistir.

Kulanilan toplam 20 adet ticari ugucu yag igerisinden 10 adet ugucu yag (O.
vulgare, O. onites, C. zeylanicum, L. stoechas, R. officinalis, M. piperita, R. damascena,
M. rucutita, M. communis ve L. angustifolia) Cmm’ye karsi %65 ve iizerinde
antibakteriyel etki gOstermistir. Bunlar ileri de yapilmast planlanan benzer
arastirmalarda kullanilanilabilir. Ozellikle diisiik MIC degeri veren O. onites, O. vulgare
C. zeylanicum L. stoechas, R. damascena ve R. officinalis ugucu yaglarinin kullanimi
ise ayrica Onerilir.

Ugucu yaglar ile ilk yapilan tohum uygulamasinda 48 saatlik inkiibasyon
siresinin temiz tohum oranmni belirlemede yeterli olmadig1 ve benzer calismalarda
ucucu yaglarin tohum uygulamasinda bakterisidal etkisinin goriilebilmesi i¢in en az 72
saatlik inkiibasyondan sonra degerlendirmenin yapilmasi gerekir. Burada 3. giinden
itibaren ugucu yag uygulanan tohumlarin NA besiyerinde c¢imlenmeleri, benzer
arstirmalarda dogrudan besi yerinde bakteriye karsi etkinligi gézlemlerken ayni anda
cimlenme verilerinin de alinabilecegini gostermistir. Tohum kabugundaki Cmm’ye
kars1 etkinlikte tohum etrafinda besi yerinde Cmm gelisiminin gdzlenmesi ile alinan
verilerden elde edilen temiz tohum oranmin yeterli bir parametre oldugu gorilmiistiir.
Ancak tohumun ger¢ek bulasikligini belirlemek i¢in mutlaka tohumdan ve fidede
ekstraksiyon yapilarak elde edilen log CFU/tohum veya log CFU/fidetespit edilmesi
gerekir. Tohuma uygulanan ve film kaplanan tohum ve fidelerden yapilan ekstraksiyon
sonucunda, 0 log CFU/tohum ve 0 log CFU/fide degeri veren O. vulgare’nin 1000 ppm
ve Ustll dozlari, L. stoechas ve O. onites’in 5000 ppm ve iistli dozlar1 benzer tohum
dezenfektan1 ve film kaplama c¢alismalarinda kullanilabilir. Bunlar aragtirmani amacina
yonelik basarili uygulamalardir. R. officinalis’in tohum uygulamasi ve film
kaplamasinda,5000 ppmdozu yar1 segici besiyerinde (SCM) 0 log CFU/tohum veya 0
log CFU/fide vermesine karsin, Ct=34 degeri ile real time PCR Cmm agisindan pozitif
vermistir. Burada real time PCR ile segici besi yerinde 0 log CFU/tohum veya 0 log
CFU/fide yanilgist ortadan kaldirildirildigindan benzer arastirmalarda uluslararasi
tohum saglik test protokolerinde oldugu gibi klasik ve molekiiler testlerin 6zellikle de
real time PCR’1n kullanilmas1 6nerilir.

DMSO (%10) ile ¢oziindiiriilerek hazirlanan ugucu yag dozlar1 tohum inhibisyon
zonu olusturmamustir. Aksine hi¢ ¢oziindiirmeden dogrudan polimer ile film kaplanan
dozun ise hem film kapli hem de direkt tohuma uygulamada pozitif kontrol olan bakir
stilfattan ticari nanobakir bile daha yiiksek bir inhibisyon zonu olusturmustur. Bu nedenle
film kaplama ¢aliymalarinda daha etkili ¢oziiciiler ve film kaplama formiilasyonu
calisilmalidir.
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Ugucu yaglar ile tohum uygulamalar1 ve film kaplamanin Cmm iizerine
etkilerine dair veriler, tohumdan Cmm’nin tamamen eradike edildigi ve kabuktan
olusabilecek bulasmalara kars1 %100 etkili olan basarili sonuglarin %100 temiz tohum
oran1 ve 0 log CFU/tohum, 0 log CFU/fide alindigin1 gdstermektedir. Ancak tohum
¢imlenme ve ¢ikis oranlarinda goriilen %17-20 kayiplar nedeni ile ugucu yag ve ana
bilesenlerin dogrudan domates tohumunun ¢imlenme ve ¢ikis degerleri iizerine etki
mekanizmasinin belirlenmesine yonelik arastirmalar yapiimalidir.

Ugucu yaglar ile film kaplanan domates tohumlarinin kisa siireli depolanma
+4°C’de, ticari tohum paketleri igersinde, 15, 30 ve 90 giin durumunda incelenen
parametreler ¢ikis orani, temiz tohum orani ve log CFU/tohum agisindan istatistiki olarak
onemli bir farklilik goriilmemistir. Bu sonuglar film kaplanan tohumlarin film kaplama
sonras1 90 giine kadar depolanmasi sonucunda pratikte kullanilabilecigini gostermistir.
Ancak yapilan ugucu film kaplamasinin tohum depo siirecindeki parametrelere etkisinin
de arastirilmasi gerekir. Bu tarz depolamada ise en az 12 ay ve iistiinde depolama
yapilmalidir.

Film kaplama ile tohuma yiiklenen ugucu yaglarin hazir fide iiretim serasmdaki
tohumlarin ¢ikis orani, ¢ikis zamani, fide yas agiwrhigr ve fide kuru agirhgr gibi
parametreler lizerine etkisi timitvar bulunmustur. Ancak kullanilan tohum standart bir
cesit oldugundan muhtemelen diisiik vigorlu olmasindan dolayr hazir fide {iretim
serasinda kontrol uygulamalarinda bile %12 oraninda ¢ikis oranlarinda kayip olmustur.
Bu nedenle ileriki ¢caligmalarda 6zellikle vigoru diisiik ve yiiksek tohumlarm ve F; hibrit
tohumlarm ugucu yaglar ile film kaplanarak fide serasinda tohum kalite performanslarina
etkileri arastirilmalidir.

Kimyasal preparatlara karsi organik ve entegre iiretim modellerinde iyi alternatif
olan ucucu yaglarin Ozellikle igeriklerine bagli olarak etkilerinin de farkli oldugu
gorilmiistiir. Ancak ugucu yaglarin gerek tohum kalitesi gerekse Cmm {izerine
etkilerinde sadece igerikleri degil, tiretim sekli, elde edilis sekli, bitki tiirii, elde edildigi
ekoloji ve vejetasyon donemi, test yontemi, ¢oziindiirmede kullanilan etken maddeler,
uygulama stiresi, yontem, dogadan toplama ve kiiltiir formu, ticari veya arastima amacl
taze ¢ikarilmalari, tohum tiirli, uygulama amaci vb ¢ok sayida faktor etkilidir. Ornegin
herbisidal etki hedeflenen ¢alismalar ile burada yapilmak istenen ve hedeflenen amaglar
arasinda fark oldugu gibi uygulamada da farkliliklar vardir. O nedenle ugucu yaglarin
kiiltiir  bitkilerinin tohumlar1 iizerine olan etkileri herbisidal calismalar ile
yorumlanmamalidir. Burada oldugu gibi ileride hedef patojene ve tohumda istenen
ozellige yonelik 6zellikle ticari formlarin kullanildig1 ve dogadan toplanarak elde edilen
ucucu yaglar ile aralarindaki farklarin degerlendirildigi arastirmalar yapilmalidir. Bu tarz
calismalar dogrudan hedeflenen kiiltlir bitkisi tohumlar1 tlizerinde yapilmali ve ticari
ucucu yaglar kullanilmalidir.

Aragtirmanm gerek domates tohumundaki Cmm inokulumunu tamamen yok
edilmesi ve tohumun temizliginin korunmasi, gerekse tohum ve fide kalitesine kabul
edilebilir ¢imlenme ve c¢ikis oranlarindaki diisiis, ¢imlenme ve ¢ikis zamanlarmin
etkilenmemesi, yesil aksam ve kok gelisiminin etkilenmemesi etkisi agisindan basaril
sonuglar alinmistir. Ancak sonuglarin pratikte kullanilabilmesi i¢in yukarida Onerilen
ilave arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir. Ozellikle ¢imlenme ve ¢ikis oranlarindaki
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kayiplar ortadan kaldirilirsa, ugucu yaglar ile film kaplama Cmm ile miicadelede giivenli
ve kesin bir ¢oziim olabilecektir. Bu teknikle tohum iiretiminde ve devaminda tohum
analizinde gbdzden kagan bir bulasiklik veya latent donemdeki Cmm’nin tespit
edilememesinin ortaya ¢ikardigi tohum ve fide bulasikligi Onleneceginden etkili bir
yontem olacaktir. Ozellikle bulasik tohum drneklerinin ekim islemlerinde kullanilan alet
ve ekipmanimn bulasmasi Onleneceginden temiz tohumlarin bulagmasi onlenebilecektir.
Boylece ticari kayiplarin yanisira tohumcu, fideci ve {lreticilerin siklikla yasadiklar
hukuksal sorunlara da ¢6zlim getirilebilecektir.
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8. EKLER
EK 1. Tohum ekstraksiyonu, klasik ve real time PCR kosullar1 ve protokollleri

1. 100 mL SPBT igerisine 1000 adet tohum birakilmis ve 1 gece +4 °C’de
bekletilmistir.

2. Bu tohum ekstrakt solusyonundan 50 mL santrifuj tiiplerine birakilmis ve 1
dakika 1000 rpm’de santrifuj edilmistir.

3. Ust kisim yeni bir santrifuj tiipiine alinmis, 20 dakika 9000 rpm’de +4 °C’de
santrifuj edilmistir.

4. Ust kisim tiipten atilmis ve altaki pellet 3 mL 0,07 M SPB ile ilave edilerek
karstirilmistir.

5. Bu solusyon 2 adet 1 mL’lik santrifuj tiiplerine alinmus, 0,07 M SPB ile 10" ve
10 ? seyreltilmistir.

6. Diliie edilen bu tohum extract solusyonlar1 ekim yapilincaya kadar oda
kosullarinda muhafaza edilmistir.

7. Her bir diliisyondan 100 pl alinarak SCMF, GF-rif ve NA besi yerine ekilmis ve
28 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir.

8. Pozitif kontrol olarak referans Cmm izolat1 ayn1 sekilde 0,07 M SPB ile diliie
edilerek (yaklasik 4000 CFU/mL olacak Sekilde), SCMF, GF-rif ve NA besi yerine
yayilmig ve 28 °C’de 7 giin inkiibe edilerek karsilastirmada kullanilmistir.

0. Testin dogrulugu i¢in 3 tekerriirde pozitif kontrol petrilerinde 20-50 CFU/petri
olmasi gerekir ve eger <1 CFU olursa tekrar edilmistir.

10. Alt 6rnek basma 20 koloni alinarak PCR da kullanilmaistir.

11.  Almnan bu siipheli Cmm kolonileri ve pozitif ve negatif kontroller 1 mL 5 mM
NaOH iceren santrifuj tlipiine aktarilmis ve vortekslenmistir.

12. Daha sonra 10 dakika 100 °C’de inkiibe edilmis ve sonrasinda buzda
bekletilmistir.

13. Sonrasinda 1 dakika 10 000 rpm’de santrifuj edilmistir.

14.  Ust kistmdan 2 pl almarak 23 pl’lik PCR-mix ne ilave edilmistir.

15. Master-mixler:

qPCR Cmm-IGS PCR reaksiyon karigimi

Master-mix 1 reaksiyon SX
PCR water 8 ul ol
2 X gene expression mastermix 12.5 ul Ll
10 uM CmmlIGS-F (258a) 0.75 pl ol
10 puM CmmIGS-R (258b) 0.75 ul .l
10 uM CmmlIGS-Probe (258c) 1 pl o
Alt Toplam 23 ul ol
Ornek 2l ...ul
Toplam 25.0 ul ...ul
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gPCR-Pat1 BAC reaksiyon karigimi

Master-mix 1 reaksiyon X
PCR water 4.5 ul ...ul
2 X gene expression mastermix 12.5 pl .l
10 uM CmmPat1-R (259b) 0,75 pl .l
10 uM CmmPat2-F (259¢) 0,75 pl .l
10 uM CmmPat1-Probe (259c¢) 1,0 ul ...ul
10 uM CmmPat1-Probe?2 (259d) 1,0 ul ...ul
10 uM BAC16S-F (183a) 1,0 pl .l
10 uM BAC16S-R (183b) 1,0 ul .l
10 uM BAC16S-Probe (183d) 0,5 ul .l
Alt Toplam 23 ul Lo
Ornek 2 ul ...ul
Toplam 25.0 ul Lo

PCR Kosullar1 (QPCR ve gradient PCR i¢in)

Basamak sicaklik zaman

Hold 95°C 10'00

40 cycli 95°C 0'15
60°C 1'00
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EK 2. Deneme 1, 2, 3, 4, 5 ve 6’nin verilerine ait sekiller

Baz ticari ugucu yaglarin Cmm'ye karsi olusturduklart inhibisyon zonlari(mm) “500 ppm
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Sekil 8.1. Calismada kullanilan ugucu yaglarin Cmm’ye kars1 olusturduklar1 inhibisyon
zonlarina ait goriintii

Baz1 ticari ugucu yaglarin Cmm'ye karsit MIC degerleri

Ugucu yaglar

Sekil 8.2. Caligmada kullanilan ugucu yaglarm Cmm’ye karsi MIC degerlerine ait
gorunti
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Ugucu yag uygulamasinin temiz tohum orani {izerine etkisi
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Temiz tohum orani1 (%)
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Ugucu yaglar

Sekil 8.3. Domates tohumlarina ugucu yag tohum uygulamasmin (1000 ppm) temiz
tohum oranma etkisi

Ucucu yag tohum uygulamasinin temiz tohum orani iizerine etkisi
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Ugucu yaglar

Sekil 8.4. Domates tohumlarina ugucu yag (5000, 1000, 500, 400, 300, 250, 200, 125
ppm) uygulamasimin temiz tohum oranina etkisi
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Ugucu yag uygulamanin domates tohumununda bakteri yogunlugu (log CFU/tohum) ve %
etki lizerine etkisi
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Sekil 8.5. Domates tohumlarma ugucu yag (5000, 1000, 500 ppm) uygulamasmin
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tohumda bakteri yogunluguna etkisi

Ucucu yag uygulamanin domates tohumunun ¢gimlenme orani, ¢ikis orani, ¢cimlenme zamant
ve ¢ikis zaman tizerine etksisi

Limienme orani (%)

(LT

B Cimlenme zamam (giin)

u Cikig zamam (giin)

I I I I l I I i I I I I
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L.Stoechas 0.onites O.vulgare R.officinalis B.siilfat safsu

Sekil 8.6. Domates tohumlarma ugucu yag (5000, 1000, 500 ppm) uygulamasinin

¢imlenme orani, ¢ikis orani, ¢gimlenme zamani ve ¢ikis zamanina etkisi
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Ucucu yag ve dozlarin ¢imlenen tohum sayisina etkisi
EL. stoechas L.

N
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Sekil 8.7. Film kaplama ile domates tohumuna yiiklenen ucucu yag ve dozlarin
¢imlenen tohum sayisina etkisi

Ugucu yag ve dozlarin log CFU/tohum iizerine etkisi
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Sekil 8.8. Film kaplama ile domates tohumuna yiiklenen ugucu yag ve dozlarin tohumda
bakteri yogunluguna etkisi
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Sekil 8.9. Film kaplama ile domates tohumuna yiiklenen L. stoechas ugucu yaginin
farkli dozlarinin tohumda bakteri yogunluguna etkisi
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Sekil 8.10. Film kaplama ile domates tohumuna yiiklenen O. onites ugucu yaginin farkl
dozlarmi tohumda bakteri yogunluguna etkisi
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Sekil 8.11. Film kaplama ile domates tohumuna yiiklenen O. vulgare ugucu yagmnin
farkli dozlarinin tohumda bakteri yogunluguna etkisi
y = -1,002x + 5,088
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Sekil 8.12. Film kaplama ile domates tohumuna yiiklenen R. officinalis ugucu yagmnin
farkli dozlarinin tohumda bakteri yogunluguna etkisi
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Sekil 8.13. Film kaplama ile domates tohumuna yiiklenen L. stoechas ugucu yaginin
farkli dozlarinin ¢imlenen tohum sayisina etkisi
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Sekil 8.14. Film kaplama ile domates tohumuna yiiklenen O. onites ugucu yaginin farkl
dozlarinin ¢imlenen tohum sayisina etkisi
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Sekil 8.15. Film kaplama ile domates tohumuna yiiklenen O. vulgare ugucu yaginin
farkli dozlarinin ¢imlenen tohum sayisina etkisi

y=-1,11x + 23,67
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Sekil 8.16. Film kaplama ile domates tohumuna yiiklenen R. officinalis ugucu yagnin
farkli dozlarinin ¢imlenen tohum sayisina etkisi
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Ugucu yag film kaplamanin hazir fide liretim kosullarinda domates tohumlarimin ¢ikis orani, gikis zamant,
fide yas agirhig: ve fide kuru agirligi izerine etkisi
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Sekil 8.17. Film kaplama ile domates tohumuna yiiklenen R. officinalis ugucu yaginin
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farkli dozlarinin ¢imlenen tohum sayisina etkisi

Farkli siirelerde depolamanin ugucu yaglar film kapli domates tohumlarinin ¢ikig oranina
etkisi
B depolama yok m 15 giin depo m 30 giin depo 90 giin depo

0
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Sekil 8.18. Farkli ugucu yag dozlar1 (5000, 1000, 500 ve 250 ppm) ile film kaplanan ve

farkls siirelerde depolanan (0, 15, 30 ve 90 giin) domates tohumlarmnin ¢ikis
oranindaki degisim
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Farkl siirelerde depolamanin ugucu yaglar film kaph domates tohumlarinin
temiz tohum oranina etkisi
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Sekil 8.19. Farkli ugucu yag dozlar1 (5000, 1000, 500 ve 250 ppm) ile film kaplanan ve
farkli siirelerde depolanan (0, 15, 30 ve 90 giin) domates tohumlarinin temiz
oranindaki degisim

Farkl siirelerde depolamanin ugucu yaglar film kapl domates tohumlarinin tohumda
4,5 - bakteri yogunluguna etkisi
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Sekil 8.20. Farkli ugucu yag dozlar1 (5000, 1000, 500 ve 250 ppm) ile film kaplanan ve
farklh siirelerde depolanan (0, 15, 30 ve 90 giin) domates tohumlarinda
bakteri yogunlugundaki degisim
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