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OZET

HIYAR TOHUMLARINDA FARKLI KAPLAMA
YONTEMLERININ VE DEPOLAMA KOSULLARININ
ENDOFITiK BAKTERILERIN KOLONiZASYONUNA VE RAF
OMRUNE ETKIiSININ ARASTIRILMASI

LACIN, Tugge

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dal1
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Hatice OZAKTAN
Subat 2015, 53sayfa

Bu tez projesinin amaci, saglikli hiyar (Cucumissativus L., cv. Gordion)
tohumlarina bitki gelisimini artiric1 etkisi ve biyolojik savas potansiyeli onceki
caligmalarda saptanmis olan bazi endofitik bakterilerin (EB) farkli tohum
bakterizasyonu yontemleriyle uygulanmasinin etkisini arastirmak
olmustur.Tohum uygulamalarinin ve farkli depolama kosullarinin tohum
¢imlenme / ¢ikis potansiyeline ve tohumdaki canli bakteri populasyonuna etkisini
test etmek amaciyla tohum bakterizasyonu isleminden sonra hiyar tohumlari 6 ay
siireyle oda sicakligi ve buzdolabinda kosullarinda depolanmistir.Bu tohumlarda
zamana bagh olarak EB populasyonundaki ve tohumlardaki vigorite indeksindeki
(VD) degisim periyodik olarak, aylik saptanmistir.Oda sicakliginda ve
buzdolabinda 6 ay siireyle bekletilen tohumlarda bakterilerin canliligt ve
tohumlarin VI degerleri agisindan en basarili tohum uygulamalarinin CMC
(Karboksi metil seliiloz, %1) ve bakteri siispansiyonu ile kaplama oldugu
sonucuna varilmistir. Vakum infiltrasyon ve film kaplama uygulamalarinin ise
basarisiz oldugu saptanmistir.EB ile uygulama goérmiis tohumlarin en uygun

depolanma segeneginin ise, buzdolab1 kosullari oldugu gézlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: bio-priming, tohum bakterizasyonu, endofitik bakteri,

vigorite indeksi.






ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS ON SHELF LIFE AND
COLONIZATION OF ENDOPHYTIC BACTERIA OF DIFFERENT
SEED COATING TECHNIQUES AND STORAGE CONDITIONS
ON CUCUMBER SEEDS

LACIN, Tugge

MSc in Department of PlantProtection
Supervisor: Prof. Dr. Hatice OZAKTAN
February 2015,53 pages

Thepurpose of thisthesiswastoinvestigatetheefficacy of
differentseedcoatingtechniques of endophyticbacteria (EB),
whichwerepreviouslydeterminedthebiocontrolpotentialandplantgrwothpromotinge
ffects on healthycucumber (Cucumissativus L., cv. Gordion) seeds.
Cucumberseedsafterbacterizationwerekept at roomtemperatureand in
therefrigeratorfor 6  months in  orderto  test  theefficacy  of
differentstorageconditionsandseedcoatingtechniques on
theviabilityandpopulationdensity of EB andthepotentiaol of seedgermination/
emergence. Changingthepopulationdensity of EB and VI of
testedseedsweremonitoredperiodically as once a month.
Itwasdeterminedthatthemostpromisingseedcoatingtechniqueswereseedbacterizatio
nwith CMC (carboxymethylcellulose, 1 %) andonlybacterialsuspension in
respecttoviability of bacteriaand VI of seedskept at roomtemperatureand in
therefrigeratorforsixmonths. However, theapplications of vacuuminfiltrationand
film coatingwererecorded as unsuccessfullseedcoatingtechniques. It has
beenobservedthatthemostappropriatestorageconditionforcoatedseedswith EB

wasrefrigeratoratmosphere.

Keywords:bio-priming, seedbacterization, endophyticbacteria, vigoritindex.
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1. GIRIS

Cucurbitacea familyas tiirlerinden hiyar (Cucumis sativus L.), giiniimiizde
en c¢ok tiiketilen sebzelerin biridir. Gelistirilen verimli ve erkenci cesitler
sonucunda iilkemiz 1,7 milyon tonluk iiretimiyle diinya genelinde Cin’den sonra

ikinci siray1 almaktadir (Anonim, 2005).

FAO’nun (2011) verilerine gore; hiyar, 65.334.911 tonluk diinyadaki toplam
tiretimi ile tarimsal {iretim igerisinde dnemli bir yere sahiptir. Bu iiretimin %
86,82’si Asya kitasindan, geriye kalan kismi ise diger kitalardan elde edilmektedir
(Sekil 1.1).

Ulkemizde 2011 yili verilerine gére toplam 62.746 ha. alanda
gerceklestirilen 1.749.170 tonluk hiyar {iretiminin; 143.855 tonunu tursuluk hiyar
ve 1.605.319 tonunu ise sofralik hiyar iiretimi olusturmaktadir (FAO, 2011;
TUIK, 2011).

Kitalara Gore Hiyar Uretimi (%)

0,02%
1,85%

2,65%

B Avrupa

H Avusturalya
i Afrika

B Amerika

M Asya

Sekil 1.1 Diinyada hiyar iiretiminin kitalara gére dagilimi (FAO, 2011).

Bitkisel iiretim; toprak, su ve iklim gibi dogal kaynaklar ile birlikte tohum,
kimyasal ve organik giibreler ile tarim ilaglar1 gibi girdiler kullanilarak yapilir.

Burada en 6nemli unsur baslangi¢c materyali olan tohumluktur. Tohumun verim ve



iretim artisindaki payr ortalama %25 civarinda olup bu orani bazi durumlarda
%40’lara ¢ikarmak miimkiindiir (Kavak ve Eser, 2006). Uretimde kullanilan
girdilerin ve uygulanan tekniklerin ¢ogu aslinda tohumun genetik ve fizyolojik
etkinligini ortaya c¢ikarmak icindir. Ayni1 zamanda tohum, iiretimde kullanilan
materyallerden girdi maliyeti en yiiksek iirtinlerden birisidir. Giiniimiizde bitkisel
iiretimde kullanilan gilibre, tarimsal ilaglar ve tarimsal mekanizasyon aletlerinin
teknolojileri ile karsilastirildiginda tohum teknolojisinin ve tohum kalitesinin

onemi daha belirgin hale gelmistir.

Kaliteli bir tohumda bulunmasi gereken 6zellikler arasinda ise tiir ve cesit
safligi, ¢imlenme ve c¢ikis giicli ile hizi, tarla ¢ikis performansi, hastalik ve
zararlhilardan temizligini ifade eden hijyen sagligi bulunmaktadir. Hem dogrudan
ekim yapilarak hem de fidesi ile iiretilen tiirlerde ekilen tohumun en kisa siirede
cimlenmesi ve toprak yiizeyine c¢ikmasi istenir (Demir and Ellis, 1992). Hizli,
homojen ve erken ¢imlenme ile toprak iizerine ¢ikis gosterebilme ozelligi de

ancak kalitesi yiiksek tohumlarda gozlenebilmektedir.

Giniimiizde tohum  kalitesinin  iyilestirilmesine  yonelik  yapilan
uygulamalarin basinda tohum ongimlendirme(=priming) uygulamalari ve tohum

kaplama uygulamalari gelmektedir.

Tohum kaplama uygulamasi film kaplama ve pellet (kat1 materyal ile tohum
yiizeyinin diizgiinlestirilmesine ve iriliginin artirilmasi) kaplama olarak iki sekilde
uygulanmaktadir. Pellet kaplama, fiziksel yapist bozuk tohumlarin dis yiizeyinin
diizglinlestirilmesi,  kiiciik  tohumlarin  irilestirilmesi  ekim  islemlerinin
kolaylastirilmasi,¢cimlenme ve ¢ikis performanslarinin iyilestirilmesi, hastalik
zararhlar ile kolayca miicadele yapilabilmesi amaciyla uygulanmaktadir

(Bewleyand Black, 1994;Kavak ve Eser, 2006).

Film kaplama uygulamasinda ise tohumun dis ylizeyinde herhangi bir
degisim yapilmadan tohum ylizeyi ince bir film tabakasi ile kaplanir. Film
kaplama uygulamasinda farkli yapidaki polimer tiirevleri kullanilir. Giliniimiizde
bu amaca yonelik farkli renklerde polimerler ticari boyutlarda kullanilmaktadir.
Film kaplama tekniginde tohumlara kaplanan polimer igerisine hastalik ve

zararhlara karsi pestisit yliklemesi ile ¢imlenmeyi kolaylastirict etkili maddeler



yada besin maddesi ilavesi yapilabilmesi bu uygulamanin etkinliini 6n plana

¢ikarmaktadir. (Taylor and Kwiatkowski, 2001;Kavak ve Eser, 2006).

Tohum kaplama ile kaplama materyali ile birlikte tohuma pestisit, hormon,
bitki biiylime diizenleyici gibi maddeler yiiklenebilmektedir. Bu sekilde
uygulanabilen bu yontem tohumda ¢imlenmeyi ve ¢ikisi tesvik etmektedir. Ancak
film kaplamada kullanilan polimerlerin basarili bir sonu¢ igin bazi 6zelliklere
sahip olmas1 gerekmektedir. Polimerlerin sahip olmasi1 gereken ozellikler, suda
¢oziinen yapida olmali, tohum igin herhangi bir toksik etki olusturmamalidir

(Halmer, 1994; Robani,1994).

Son yillarda, tohuma antagonist uygulanmasinda, daha ideal formulasyonlar
elde etmek tizere tohumlar BSE ile kaplanarak kapsiil haline getirilmektedir.
Tohumlugun BSE ile kaplanmasi islemi “biopriming” olarak adlandirilmaktadir.
Biopriming uygulamasi tohumun hizli ve uniform cikigini
saglamaktadir.Biopriming isleminin bir avantaji da, tohuma uygulanmasi gereken

bakteriyel inokulum miktarin1 azaltmasidir.

Bu konunun arastirilmasina gerek duyulmasinin nedeni ise olumsuz g¢evre
faktorlerine veya dogrudan tohum kalite ve yapisina bagl olarak ¢imlenme ve
c¢ikis esnasinda yasanabilecek sorunlar1 en aza indirmek, kisa siirede tiniform fide
cikis, kuvvetli bir fide gelisimi saglamak ve stres sartlarina dayaniklilig
artirtlmast amacit ile tohuma antagonist uygulanmasinda, daha ideal
formulasyonlar elde etmek iizere tohumlar BSE ile kaplanarak kapsiil haline

getirmesidir.

Bu tez projesinin amaci: ylizey dezenfeksiyonu yapilmis saglikli hiyar
tohumlarina bitki gelisimini artiric1 etkisi ve biyolojik savas potansiyeli saptanmis
olan bazi endofitik bakterilerin (EB) farkli tohum bakterizasyonu yontemleriyle
uygulanmast ve bu uygulamalarin tohum ¢imlenme/¢ikis potansiyeline ve
tohumdaki canli bakteri populasyonuna etkisini test etmek, tohum bakterizasyonu
isleminden sonra oda sicakligi ya da buzdolabinda (+4OC) 6 ay siireyle tutulan
tohumlarda zamana bagl olarak EB populasyonundaki degisimi saptamaktir.
Boylece en uygun tohum bakterizasyon yontemi ve en ideal saklama yontemi

belirlenmesi amag¢lanmustir.



2.ONCEKI CALISMALAR

Geg ve diizensiz ¢imlenme ile birlikte olusan yabanci otlar, hastalik ve
zararhlar bitki gelisimini yavaslatarak hem verimde hem de kalite 6zelliklerinde
olumsuz etki yapmaktadir (Muhyaddinand Wiebe,1989). Bu olumsuz kosullarda
tohumun vigor gliciinii artirmak, ¢imlenmeyi hizlandirmak ve homojenlestirmek
amaciyla On ¢imlendirme (priming) olarak tanmimlanan (Heydeckerand
Gibbins,1978) ve tohumlara farkli sekillerde uygulanan ekim oncesi tohum
uygulamalari gelistirilmistir. Ekim 6ncesi tohum uygulamalarinin Umbelliferae ve
Liliaceae familyas: sebzeleri gibi tohum olgunlugu farkli kademelerde olusan
tirlerde olumlu sonuglar verdigini belirten Dearman et al. (1986;1987) ozellikle
dogrudan ekim yontemiyle iiretilen tiirlerin tohumlarinda 6n c¢imlendirme

uygulamalarinin mutlaka yapilmasi gerektigini ileri stiriilmiistiir.

Hardegreeand Van Vactor (2000), soguk mevsimde ve yagish ilkbaharda
ekilen ¢im tohumlarinin yillik yabanci otlardan 6nce c¢ikisini tamamlamast
gerektigini belirterek bu tiir tohumlarda 6n c¢imlendirme isleminin mutlaka
kullanilmas: gerektigini ifade etmislerdir. On ¢imlendirme uygulamasinin soguk
donemde hem ¢imlenme hem de ¢ikis oranini iyilestirmistir. Erken ilkbahar veya
gec kis ekimlerinde ©n c¢imlendirme uygulamasinin mutlaka kullanilmasi

gerektigini belirtmislerdir.

Duman (2005), tohum 6n ¢imlendirme uygulamalarindan yararlanilarak
yapilan bir¢cok arastirmada; basta sebze tohumlari olmak iizere siis bitkisi, yem
bitkisi ve tarla bitkileri tiirleri tohumlarinda ¢imlenme ve fide c¢ikist oram

artiritlmig, bazi 6nemli tiirlerde verim ve kalitede 6nemli iyilesmeler saglanmistir.

Demir andEllis (1992), hem dogrudan ekim yapilarak hem de fidesi ile
tiretilen tiirlerde, ekilen tohumun en kisa zamanda ¢imlenmesi ve toprak {izerine
cikmasinin istendigini bu 6zelligin ancak kaliteli bir tohumla saglanabilecegini

vurgulamigtir.

Thompson (1979), tohumda kalite unsurlarini kimlik 6zellikleri, performans

ozellikleri ve hijyen olmak {izere ii¢ grup halinde toplandigini ifade etmistir. Bu



Ozelliklerin tiimii esit degerde olmadigi gibi her kosuldaki 6nem siralarinin da

ayni olmadigini belirtmistir.

Taylor (1997), kaliteli tohum, hizli ¢imlenen, homojen ¢ikis gosteren ve
normal fide gelisimi olan tohum olarak tanimlanmaktadir. Bu yiizden yiiksek
kalitedeki tohumun yiiksek ¢imlenme orant gosterdigini, canliligini ve
dayanikliligini uzun siire muhafaza edebildigini ayn1 zamanda da bu tiir

tohumlarn iiretici ve pazar tarafindan ilgi gérecegini ileri stirmektedir.

Kavak ve Eser (2006), tohum kalitesinin ve canliliginin belirlenmesinde
standart ¢imlendirme testi kabul edildigini; ancak her kosulda standart
¢imlendirme testi tohum performansini tam anlamiyla belirleyemez. Yiizde
¢imlenme orani yiiksek olan bir tohumun giicii diisiik olabilir. Dolayisiyla kaliteli
bir tohum denildigi zaman yiiksek canliliga sahip vigor (giic) 6zelligi iyi olan ve
bu kalitesini depolama siiresince en iist diizeyde siirdiirebilen tohum anlagilmasi

gerektigini belirtmektedir.

Seniz ve ark. (2005), tohum kalite 6zellikleri arasinda tohumun hizli ve
homojen ¢imlenmesinin biiyilk onem tasidigini belirtmektedir. Bdylece ekim
alaninda tohum kayiplar1 fazla olmamakla erken ¢imlenme ve ¢ikis sayesinde

yiiksek oranda ve kaliteli fide elde edilmektedir.

Taylor et al. (1998), tohum kalitesinin iyilestirilmesine yonelik pek c¢ok
uygulama yapildigin1 bildirmektedir. Bu uygulamalar iyi bir tohum depolama
siireci, ekim Oncesi uygulamalar (priming), tohum isleme (seedconditioning)
teknolojileri ve tohum kaplama uygulamalar1 (pelet ve film kaplama) olarak

siralanmaktadir.

Bewleyand Black, (1994); Kavak ve Eser (2006), tohumlarda film kaplama
veya pellet kaplama yapilmasi amaclar1 arasinda fiziksel yapist bozuk olan
tohumlarin dis ylizeyinin diizgiinlestirilmesi, kiiclik tohumlarin irilestirilmesi,
¢imlenme ve ¢ikis igleminin hizlandirilmasi ile hastalik ve zararlilar ile miicadele

yapmanin sayilabilecegini belirtmislerdir.



Walsh et al. (1998); Cavuslar ve Eser (2002), film kaplama uygulamasi ile
sicaklik kontrollii polimerlerin kaplamada kullanilabilecegini ifade etmislerdir.
Tohumlar istenilen sicaklifa yiikselinceye kadar ¢imlenme igin gerekli suyun

emilimini engelleyen polimerlerle kaplanabilirligini belirtmislerdir.

Zeng ve Wang (2010), bugday tohumlarina c¢evre ile dost polymerler ile
film kaplama uygulamasi yapmislar ve pestisit, mikroelement ve diger katki
maddelerini bu uygulama ile tohumlara vermislerdir. Laboratuar sonuglarina gore;
film kaplama uygulamasinin %16 oraninda bugday bitkisinin gelisimini
arttirdigin1 ve diger ticari bugday tohumlarina gore girdi maliyetini 1/6 oraninda
azaltigim1  gozlemlemislerdir. Dolayisiyla c¢evre kirliliine yol ag¢mayan,
ekonomik ve c¢evreye Onemli derecede katkisi bulunan bir yetistiriciligin

gerceklestirebilecegini ifade etmislerdir.

Duan and Burris (1997), seker pancari tohumlarinin ¢imlenmesi tizerine
polimer film kaplama uygulamasinin etkilerini belirlemek amaciyla yaptiklar
caligmada, tohum partilerinin baslangicta ¢imlenme oranlarinin %89-95 arasinda
degistigini ve film kaplama uygulamasindan sonra (20 g polyvinyl
polimer/kg/tohum) seker pancart tohumlarinin ¢imlenme oraninin %64-94

arasinda oldugunu belirtmislerdir.

Tohum film kaplama uygulamasinda kullanilan farkli renkler oncelikle
tohum kalitesi acisindan iireticilere giiven saglamakta ve ekim islemi sirasinda da
ekim sikligt ve ekim derinliginin saglanmasinda hatalarin  olusumunu
engellemektedir (Duman ve Ilbi, 2001; Gengkan ve ark. 2005). Tohum {izerine
uygulanan polimerin homojen bir sekilde kaplanmasi ve kaplama sonrast polimer

katmanin kalinliginin gézlemlenmesi de miimkiindiir (Pamuk et al., 2002).

Halmer (1987), film kaplamada kullanilan polimer maddesi (plastikligi
saglayici madde) suda ¢oOzinmeli ve tohumda toksik etki gOstermemesi

gerektigini belirtmistir.

Zhang et all. (2007), iki farkli ¢esit olan erkenci celtik tohumlar: {izerinde
yaptiklar1 ¢aligmada soguk stresi altinda 4 farkli polimer (HET, YKIJ, YKZY]J,



ABA) ile kaplanmis tohumlardan elde edilen sonuglarin son derece Onemli
oldugunu belirtmiglerdir. Buna gore kontrol tohumlar1 ile film kaplama
uygulamasi yapilan tohumlar karsilastirildiginda, uygulama yapilmis tohumlarin
oldukca yiiksek vigorlu oldugunu goézlemlemislerdir. Sonug¢ olarak tohum
kaplama uygulamasinin ¢eltik fidelerinin soguga kars1 dayaniminmi arttirdigini

ifade etmislerdir.

Tuncel, (2012) ozellikle fide ile tiretilen farkli familyalara ait sebze
tiirlerinde tohumlarin ekildikleri ortamlardaki farkindaliklarinin saglanmasi, gesit
renk kodlamasi yapilarak genetik ozelliklerinin belirlenmesi, hastalik ve zararli
miicadelesi amacli kullanilan pestisit ya da fungusitlerin tohuma yiliklenmesi ve
tohum ¢imlenmesini engellemeyecek optimum kaplama dozunun belirlenmesini
amagladigi calismasinda biber tohumlari i¢in 3,0 polimer+2,0 ml safsu karigimin

optimum doz olarak 6nermistir.

Scheineiderand Renault (1997), polimerler su tutucu (hidrofilik) ve su
tutmayan (hidrofobik) polimerler olmak iizere iki grupta toplanmislardir. Su
tutucu polimerlerin diisiik su stresine karst tohumu koruyarak su aliminin
artmasini sagladigini, buna karsin su tutmayan polimer ise tohumlarin fazla su
alimin1 azaltmakta bdylece yliksek su stresine karst koruma sagladigini

belirtmisglerdir.

Taylor andKwiatkowski (2001), tarafindan gelistirilen SB2000 (hidrofobik)
adl film kaplama materyali ile kaplanan fasulye tohumlarinda kaplamadan sonra
%0-4 agirlik artis1 olmasi istenmis ve 9%0,5 agirlik artisi olan tohumlarda
25%C deki stres kosullarinda ¢imlenme artis goézlenmistir. Boylelikle kaplanan
tohumda su alimini1 ve sizintinin azaldigimi belirtmigler ve kaplama materyalinin

ortam ile ¢evre arasinda fiziksel olarak engelleyici oldugunu ifade etmiglerdir.

Scott (1989); Kavak ve Eser (2006), tohum kaplama sayesinde; ekim
islemini kolaylastirma, tohuma mikroorganizma yiikleme, tohuma bitki besin
maddelerinin yiliklenmesi, herbisit ve oksijen saglayan kimyasallarin yiliklenmesi
gibi bircok kaliteyi iyilestirici ya da koruyucu islemler yapilabildigini ileri

surmustir.



Raveton et al., (2007), ay¢icegi tohumlarinda yaptiklari arastirmada tohum
kaplamanin tohum kaynakli zararlilara karst bitkiyi korudugunu ifade
etmislerdir.Boylece =zararlilardan kaynaklanan tohum kayiplarinin Oniine

gecilebilindigini ifade edilmistir.

Ester et all.,, (2003), lahana ve karnabahar tohumlarinda Deliaradicum,
Phyllatretanemarum, Brevicorynebrassicae zararlilari ile savasimda film kaplama
uygulamasinin alternatif ve c¢evreye dost bir koruma yontemi oldugunu ifade

etmislerdir.

Ester et all., (1997), 1993-1995 yillar1 arasinda Thripstabaci bocegine karsi
pirasa tohumlarina (Alliumporrum L.) tohum kaplama uygulamasi ile insektisit
yiikleyerek miicadele etmislerdir. Tohum kaplama uygulamasi ile verilen fipronil
ve imidoclopiridinsektisitleri ile miicadelede etkinlik saglanmis, fiproniltoksik
etkide bulunmazken; imidoclopiridin ¢imlenmeyi yavaglatip azalttigini
gbzlemlemislerdir. Diflubenzuron, methiocahr, tefluhenzuron ve vamidothion adli

insektisitlerin etkili olmadigini ifade etmislerdir.

Son yillarda, tohuma antagonist mikroorganizmalarin uygulanmasinda, daha
ideal formulasyonlar elde etmek {izere tohumlar biyolojik savas elemani (BSE) ile
kaplanarak kapstil haline getirilmektedir. Tohumlugun BSE ile kaplanmasi islemi
“biopriming” olarak adlandirilmaktadir. Biopriming islemi tohuma bazi avantajlar
saglar: asirt nemli, su basmig ya da soguk ve Pythiumultimumile bulagik
topraklarda hizli ve iiniform bir tohum c¢ikis1 saglar. Asir1 1slak bir toprakta,
biopriming isleminden gecen tohumlardaki ¢ikis orant %38 ve sadece bakteri
siispansiyonu uygulanmis tohumlardaki ¢ikis oran1 %5 olurken, hi¢ uygulama
gérmemis tohumlarda ¢ikis saptanamamustir. Biopriming isleminin bir avantaji da,
tohuma uygulanmasi gereken bakteriyel inokulum miktarin1 azaltmasidir.
Normalde Pythium tohum g¢iiriikliigiiniin énlenmesi i¢in 10” cfu/tohum oraninda
bir bakteriyel inokulum gerekliyken, biopriming‘deki bakteriler ¢ok hizl
cogalacagi icin, baslangicta 10*-10° cfu/tohum olan inokulum kisa siirede 10’

CFU/tohuma ulasmustir (Bora ve Ozaktan, 1998).



Pereira et al., (2005), tohum kaplama ile serada yetistirilen soya fasulyesi
tohumlarinda  fungusit, film  kaplama  uygulamasi  yapmislar  ve
Bradyrhizobiumbakterisiniinokiile etmisler ve sonuglar1 yorumlamislardir.
Boylelikle film kaplama uygulamasmin bu tip c¢alismalarda uygulanabilecegini

ifade etmislerdir.

Priming isleminde, Trichodermaya da Enterobactercloacaciceren
siispansiyonla ¢imlenme ic¢in gerekli olan diizeyin daha asagisindaki diizeyde
nemlendirilen tohumlar, daha sonra, ya sist, maden komiirii ya da yosun ile
karistirtlmistir. Tasiyicilarla birlikte tohumlar hafif nemlendirilip, ekimden 6nce
inkubasyona birakilmistir. Priming isleminden sonra, tohumlar aliminyum folyo
lizerine yayillmis ve gece boyunca steril kabinde kurutulmustur, daha sonra %1 lik
CMC iginde siispanse edilmis Trichodermaharzianum formulasyonu ile
kaplanmistir  (yaklastk 10°cfu/ml). Kaplanan tohumlar gece boyunca

kurutulmustur.

Pill et al., (2009), priming yapilmis ve yapilmamis hiyar tohumlarinda
kaplama ile birlikte fungusit olan Trichodermamikroorganizmasinimn etkinligini
incelemislerdir. Sonug olarak priming yapilmis tohumlarin priming yapilmamis
tohumlara gore bu fungusiti daha kolay elemine ettigi boylece fidelerde saglikli ve
hizl1 bir biiyiimenin gerceklestigini belirtmislerdir.

Pereira et all., (2009), soya fasulyesi iiretiminde 6zellikle toprak kaynakli
patojenler i¢in tohumlarin film kaplama ile verilen fungusitler ile kaplanmasi
yetistiricilik agisindan son derece 6nemli oldugunu ileri siirmiislerdir. Diger
yandan bu c¢aligmanin 15183inda sera kosularinda soya fasulyesi tohumlarina
polimer ile birlikte farkli fungusit uygulamalar1 ve Bradyrhizobium (220 mL 50
kg tohum ve 4x 10° hiicre gr) uygulamasi1 yapmiglardir. Derosal ve Tegran adl iki
fungusiti (200 mL polimer 100 kg tohum) polimer maddesi ile tohumlara
uyguladiklar1 ¢alismada polimerin fungusitin tohum yiizeyine kolayca tutunmasini

sagladig1 ve etkilesiminin ¢ok daha iyi oldugunu vurgulamislardir.

Taylor et. all., (2004), swvi  kaplama formulasyonlar1 ile

Trichodermaharzianum adli biyolojik ajan1 tohuma vererek toprakta mevcut olan
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zararli funguslarin bitkiye saldirmasini engellemek amaciyla bir ¢aligma
yapmiglardir. Bu ¢alismada model olarak hiyar (Cucumis sativus L.) tohumlari
kullanilmis ve toprak Pythium spp. ile bulastirilmistir. S1vi kaplama formiilasyonu
siispansiyon haline getirilmis, igerisine Trichoderma harzianum 1295-22 olan
biyolojik koruyucu ve topraga uygulanmak {izere graniiller yapida humik ve
fulvik asitler ilave edilmistir. Ardindan {iniform bir sekilde 0.1 mm’den daha az
kalinlikta ve tohumun etrafina gelecek sekilde bu siispansiyon uygulanmistir.
Kaplanan tohumlarin bir kismin1 ayirarak, tohumlar 4 giin 25°C’de bekletilmistir.
Ardindan kati kaplama materyali hazirlanmis ve sivi kaplama materyalinde
oldugu gibi Trichoderma harzianum ‘la birlikte humik ve fulvik asitler ilave
edilmistir. Sivi kaplama ya da toz kaplama ile yapilan uygulamalarda T.
Harzianum’un etkinligi daha 6nce bulamag halinde yapilmis uygulamalara gore
karsilastirilmistir. Sonug olarak kulugka siiresi boyunca suda bekletilen kaplanmis
tohumlarin bekletilmeyen kaplanmis tohumlara gore bitki dayaniminda artis
gbzlemlenmistir. Ayni zamanda sivi kaplama formulasyonu ile kaplanan
tohumlarin Pythium spp. ile bulasik topraga ekildiginde T. Harzianum’un
verimliligini arttirdigi belirlenmigstir. Kaplamanin tohumda fiziksel bir bariyer
olarak patojen saldirilarina karsi engel olabilecegi ve T. Harzianum’un gelisimi

icin uygun c¢evre kosullarinin saglanmasina yardim edebilecegi ifade edilmistir.

Wilson and Geneve (2004) fungusitkombinasyonu (Apron FL + Captan 400
+ Thiram 42S + Vitavax 34) ve polime film laplama (CellPass TMCerpil,
Manteca, CA) ayr1 ayr1 veya fungusit kombinasyonu + film kaplama
uygulamalarinin sh2 tatli misir tohumlarinin su alimin1 ve diisiik sicaklikta su alim
zararinl azaltmadaki etkileri incelenmistir. Film kaplamanin diisiik ve yiiksek
vigorlu sh2 tohumlarinin normal ¢imlendirme ve stres ¢imlendirme kosullarinda
¢imlenmesinin 6nemli derecede etkilemedigi ifade edilmistir. Film kaplamali veya
kaplamasiz fungusit uygulamasinin, ¢imlenme sicakligina bakilmaksizin diisiik
vigorlu tohumlarda fide ¢ikisini arttirdigi, ¢imlenme sicakligina 10°Cden 250C’ye
artarken fungusit uygulamasiz ve film kaplanmis tohumlarda her iki genotipte de

(diisiik ve yiiksek vigorlu) su aliminin arttigini belirtmislerdir.

Biyopriming yontemiyle tohum kaplamanin faydalari hizli ve diizgiin fide

cikist saglanmasi erken ¢imlenme ve biliylimeyi tesvik etmesi, hastalik direncini
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artirmasi olarak Ozetlenebilir. Tatli misir tohumlari Pseudomonasflourscens ‘in
AB254 straini ile 1*10" cfu/ g tohum dozunda biyopriming uygulamasi
gormiistiir. Biyopriming sirasinda baglangictaki inokulum diizeyine bagli olarak
Pseudomonasflourescens popiilasyonu 10 katindan 10 000 katina artmistir (Callan
et al.,1990). Biyopriming uygulamasi, metalaxly ile tohum uygulamasindan daha

etkili bulunmustur.

Endofit teriminin sdzciik olarak anlami “bitki i¢cinde” demektir. Bu kavram
icinde simbiyotik iligkiden fakiiltatif saprofitik, parazitik ve mutualistik iliskiye
kadar uzanan genis bir yelpazeyi kapsar (KobayashiandPalumbo 2000). Hiyar
bitkisinden izole  edilen  Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia,
Chryseobacterium, Clavibacter, Curtobacterium, Enterobacter, Micrococcus,
Paenibacillus, Phyllobacterium, Pseudomonas, Serratia, ve Stenotrophomonas
vb. gibi bakterilerle endofitler arasinda patojenler kadar antagonistik bakteriler de
yer almaktadir (Mahaffee and Kloepper, 1997a, 1997b;Mclnroy and Kloepper,
1995). Endofitik bakteriler ylizey dezenfeksiyonu yapilmis bitki dokularindan
izole edilen ya da bitki igsel dokularindan ekstrakte edilen ve bitkilere herhangi

bir zarar vermeyen bakteriler olarak tanimlanir (Hallmann et al., 1998).

Icsel bitki dokular1 endofitik bakteriler i¢in korunakli bir ortam saglayarak,
bitki patojenlerine 6zellikle de vaskiiler solgunluk patojenerine benzer sekilde
kolonize olmalarma olanak saglar. Bu nedenle, antagonistikendofitik bakteriler
biyolojik savas elemani olarak umut verici bulunmaktadir (Berg and Hallmann,
2006).

Pek c¢ok iilkede endofitik bakterilerinin bitkilerde verimi artirici etkisi
tizerinde ¢alisiimaktadir (Chen ve ark., 1996; Arias, 2000; Luz, 2000; Romeiro,
2000; Wall, 2000).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Calismada KullamlanEndofitik Bakteriler

Calismada Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii
Bakteriyoloji labortauvari stoklarinda bulunan, saglikli hiyar bitkilerinden
yiizeysel dezenfeksiyon sonrasi i¢sel dokulardan izole edilen, daha 6nce yliriitiilen
caligmalar sonucunda in vitro kosullarda bitki gelisimini artirict ve hiyar
bitkisinde sorun olan bazi fungal ve bakteriyel hastaliklara karsi biyolojik savas
etkisi saptanan ve Cizelge 3.1°de detayl bilgileri verilmis olan endofitik bakteri
izolatlar1 kullanilmistir. Bu ¢aligmada kullanilan EB izolatlarinin tiimii rifamycine

(200 ug/ml) dayanikli olarak etiketlenmistir.

Cizelge 3.1. Tez Projesinde kullanilacak Endofitik bakteri izolatlarina iligkin bilgiler.

EB izolat No izole edildigi yer Tiirii Bakteriyel Genus
" . Gram (-) non
80 Odemis / yaprak Gram (-) floresent
83 Odemis / kok Gram (-) Pantoea sp.
99 Bayindir —Buruncuk/ yaprak Gram (+) Bacillus sp.

3.2 Calismada Kullanilan HiyarCesidi

Ulkemizde yaygin olarak yetistiriciligi yapilan hibrithiyar (Cucumis sativus

L.) ¢esidi Gordion bitkisel materyal olarak kullanilmistir.

3.3 EB’lerinTohuma Kaplanmasinda Kullanilan Kimyasallar

EB’lerinhiyar tohumlarina manuel olarak kaplanmasinda
Carboxymethylcellulose (%1°lik CMC) ve tohum film kaplama makinasinda
kaplanmasinda ise sentetik boyar madde iceren INCOTEC firmasindan saglanan
her EB izolat1 i¢in farkli renkler kullanilmistir. Bu amagla Disco HP Pearl Green
506 (Yesil), Disco HP Pearl Blue L-504 (Acik mavi) ve Disco AG 321(kirmizi)

renkli polimerler kullanilamigtir.



13

3.4 Cahismada Etkisi Arastirilan Tohum Bakterizasyonu Testleri

Bu tez c¢alismasinda asagida belirtilen tohum  bakterizasyonu
uygulamalarinin hiyar tohumlarinin i¢indeki EB populasyonuna ve tohumun
¢imlenme/cikisina etkisi test edilmistir. Tohum bakterizasyonu uygulamasindan
once hiyar tohumlarmin yilizeyi %0.2’lik Na-hipoklorit ile dezenfekte edilmistir.

Farkli tohum bakterizasyonu uygulamalar1 asagidaki gibi 6zetlenmistir:

I. TEKNIK: Triptic Soya Agar (TSA)’da 24 — 48 saat siireyle gelistirilen
EB’lerdensteril suda calkalanarak hazirlanmis bakteri siispansiyonu ile hiyar
tohumlart 30' siireyle 120 rpm’de kaplanmis ve kurutma kagitlar1 arasinda
24°C’de 1 saat kurumaya birakilmistir (Sekil 3.1).

Sekil3.1. Bakteri siispansiyonlarinin tohumlara uygulanmasi.

Il. TEKNIK: Triptic Soya Agar (TSA)’ da 24 — 48 saat siireyle gelistirilen
EB’lersterilCarboxyMethylCellulose (%1.’lik CMC) ile siispanse edilmis, hiyar
tohumlar1 (5g tohum / 10ml bakteri siispansyonu, 10°cfu/ml, (OD600=0.5) bu
bakteri siispansiyonu i¢inde 30 dakika boyunca bekletilmis ve kurutma kagitlari

arasinda 24°C’de 1 saat kurumaya birakilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Tohuma CMC iginde hazirlanmig bakteri siispansiyonlarinin uygulanisi.

I1l. TEKNIK: Triptic Soya Agar (TSA)’da 24 — 48 saat siireyle gelistirilen
EB’lerdensteril suda hazirlanmig bakteri siispansiyonu ve sentetik polimer ayni
anda TOTEM’de bulunan ‘CIMBRIA’ marka laboratuar tipi Cc-lab (Centricoater)

tohum film kaplama cihazi yardimiyla bakteri siispansiyonu ile kaplanmistir(Sekil
3.3).

Sekil 3.3. Tohumlara bakteri siispansiyonlariminCc-lab (Centricoater) yardimiyla film kaplama

tekniginin uygulanisi.

IV. TEKNIK: Triptic Soya Agar (TSA)’da 24 — 48 saat siireyle gelistirilen
EB’lerdensteril suda hazirlanmis bakteri siispansiyonu vakum pompasi yardimiyla

tohumlara infiltrasyon yontemiyle uygulanmistir (Sekil3.4).



Sekil 3.4. Tohumlara bakteri siispansiyonlarinin vakum infiltrasyonu teknigiyle uygulanisi.

3.5 Farkh Depolama Kosullarinda Tohum Bakterizasyonu
Uygulamalarimin Bakteri Populasyonuna ve Vigorite
Indeksine Etki Testleri

Bu tez projesinin materyalini olusturan, rifamicinedayanikli3 EB izolati1 oda
sicakliginda ve buzdolabinda olmak {izere 2 farkli depolama se¢eneginde vakumlu
paketler igerisinde 6 ay siireyle depolanmistir. Farkli depolama kosullarinda
tutulan her bir tohum bakterizasyonu uygulamasindan hemen sonra baslanarak, 30

giinliik periodlarla 6rnekler alinarak tohumdaki endofitik bakterilerin canlilik ve

populasyon yogunlugu belirlenmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Farkli tohum uygulamalarininEB’lerinpopiilasyon yogunlugunaetkilerinin testlenmesi
(soldan saga: tohumlarin tartilip ezilmesi, seyreltme serilerinin hazirlanmasi ve

rif200ppm igeren TSA besiyerine ekilmesi).

Tohum bakterizasyonu yapilan hiyar tohumlarinda 1 gram oOrnekte EB
populasyonu (cfu/g hiyar tohumu) izolasyon iglemi ile denemenin baslangicinda

belirlenmistir. Bu amagla, %1°lik Na-hipoklorit ile 3’ siireyle ylizey
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dezenfeksiyonu yapilan hiyar tohumlar1 3 kez steril sudan gecirildikten sonra
kurutma kagitlar1 arasinda kurutulmustur. Stoemaker yardimiyla ezilen
tohumlardan seyreltme serileri hazirlanarak TSA(200 ppmrif igceren) iizerine ekim
yapilmustir. 24°C’de 48-72 saatlik inkubasyondan sonra gelisen koloniler
sayilarak gram tohum basmma EB sayist (cfu/g tohum) saptanmistir. Yiizey
dezenfeksiyonu isleminin basarisin1 kontrol etmek i¢in son yikama suyundan da
TSAQ200ppmrif igeren)’a ekim yapilmis, eger hi¢ bakteriyel gelisme yoksa

izolasyon islemi bagarili olarak kabul edilmistir.

Ayrica, depolama kosullarinin tohum c¢imlenme ve c¢ikisina etkisi de
Vigorite indeksi testi ile saptanmigtir. Farkli depolama kosullarinda bekletilen her
bir tohum bakterizasyonu uygulamasindan baslangictan itibaren 30 giin aralikla
tohum Ornekleri nemlendirilmis steril kurutma kagith petrilere ekilmistir. Her
izolat, her uygulama ve her depolama kosulu 3 petride, her petride 10 tohum
olacak sekilde yinelenmistir(Sekil 3.6). Sadece steril su ile uygulama gormiis,
sadece CMC ile uygulama gdérmiis ve sadece sentetik polimer ve steril su ile film
kaplama cihazinda uygulama gérmiis hiyar tohumlar1 da Negatif Kontrol olarak
kullanilmigtir. 24°C’de 7 giinliik inkubasyondan sonra, ¢imlenme %’si, radisil ve
hipokotil uzunlugu odlgiilerek VigoriteIndeksi hesaplanmistir. VI: % ¢imlenme X

(radicil uzunlugu + hipokotil uzunlugu) (Gerhardson ve ark., 1985).

Sekil 3.6. Uygulama gormiis tohumlarin VI'ni saptamak amaciyla her depolama kosulu igin 3
petride, her petride 10 tohum olacak sekilde nemlendirilmis steril ¢ift kath kurutma

kagidina ekim iglemi.
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3.5.1 VerilerinAnalizi

Uygulamalar arasindaki istatistiksel farkliliklar veinteraksiyonlar ANOVA
analizi ile SPSS 17.0 programi kullanilarak yapilmistir. Kategoriler arasindaki
farkliliklar %95 giiven araliginda DUNCAN analizi ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Farkh Depolama Kosullarinda Tohum Kaplama
Uygulamalarinin  Bakterilerin  Yoklugunda  Vigorite

Indeksine Etkisi Testleri Sonuclar1

Farkli tohum kaplama uygulamalarimin bakterilerin yoklugunda tohum
¢imlenme ve VI'ne olast olumlu ya da olumsuz etkileri, sadece steril su
uygulanmig NK ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Kaplanan tohumlar oda
sicakliginda ve buzdolabinda olmak {izere 2 farkli depolama seg¢eneginde vakumlu
paketler igerisinde 6 ay slireyle depolanmistir. Depolama kosullarinin ve tohum
kaplama uygulamalarinin tohum ¢imlenme ve ¢ikisina etkisi de Vigorite indeksi
testi ile saptanmistir. Oda sicakliginda bekletilen tohumlardan elde edilen sonuglar
Cizelged.1- Sekil 4.1 ve Cizelge 4.2- Sekil 4.2° degoriilmektedir.

Cizelge 4.1. Farkli tohum kaplama uygulamalarinin, bakterilerin yoklugunda, oda sicakliginda

tohum ¢imlenme ve VI'ne,negatif kontrol’e gore etkisi.

. Tohum uygulamalar
Aylara gore -
vigorite indeksi FILM NEGATIF
U eMC () | VAKUMG) KONTROL (St
(VI) degerleri* KAPLAMA(-) .
eril Su)
0.ay 5360 a 4957 a 6917 a 4180 a
l.ay 2800 ab 2700 b 4006 ab 3772 a
2.ay 2300 ab 2741b 3532 b 3442 ab
3.ay 2198 b 2510 b 3493 b 3458 ab
4.ay 2000 b 2320 b 2707 b 2648 bc
5.ay 1801 b 2400 b 2861 b 2581c
6.ay 1900 b* 2000 b* 2364 b* 2070c*

*Degerler herbirinde 10 tohum bulunan 3 tekerriir ortalamasidir.



19

80
60
40
S
g 20
s - NK
3 " 0 5 6 1 CMC ()
" u VAKUM (-)
FILM
-60 AYLAR KAPLAMA(-)

Sekil 4.1.Farkli tohum kaplama uygulamalarinin bakterilerin yoklugunda zamana bagli olarak oda

sicakliginda VI’ne negatif kontrol’e gore etkisi.

Alt1 ay boyunca yapilan uygulamalar sonucubakterilerin yoklugunda oda
sicakliginda negatif kontrol olan steril su ile kiyaslandiginda film kaplama
uygulamasinin en basarili uygulama oldugu sonucuna varilmistir. CMC ve vakum
infiltrasyon uygulamalarimin ise tohumun vigoritesini, oda sicakliginda

bekletidiklerinde, olumsuz etkiledikleri sonucuna varilmistir.

Buzdolabinda bekletilen ve farkli kaplama uygulamalari yapilmis
tohumlarin zamana bagli olarak VI’ndeki degisim ise Cizelge4.2-Sekil 4.2°de

goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Farkli tohum kaplama uygulamalarinin, bakterilerin yoklugunda, buzdolabi

kosullarinda(+4°C) tohum ¢imlenme ve VI'ne, negatif kontrol’e gore etkisi.

Aylara gore Tohum uygulamalari
vigorite indeksi FiLM NEGATIF KONTROL
(VI) degerleri* CMC () | VAKUME) KAPLAMA(-) (Steril Su)
0.ay 5360 a 4957 a 6917 a 4180 a
l.ay 2700 ab 3500 ab 6199 a 3995 ab
2.ay 2452 b 3938 ab 4048 a 3897 ab
3.ay 2300 b 3400 ab 4458 a 3458 abc
4.ay 2000 b 3000 b 4887 a 2648 cd
5.ay 1987 b 3066 ab 4050 a 3066 bc
6.ay 1960 b* 2877 b* 3798 a* 1968 d*

*Degerler herbirinde 10 tohum bulunan 3 tekerriir ortalamasidir.
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Sekil 4.2. Farkli tohum kaplama uygulamalarinin, bakterilerin yoklugunda, zamana bagh

olarakbuzdolab1 kosullarinda(+4°C) VI'ne, negatif kontrol’egore etkisi.

Alt1 ay buzdolabt kosullarinda (+40C) depolama sirasinda, bakterilerin
yoklugunda, tohum vigoritesine olumlu ya da olumsuz etkileri testlenen tohum
uygulamalar1 negatif kontrol olan steril su ile kiyaslandiginda, sadece CMC
uygulamasinda olumsuz etki saptanirken; film kaplama ve vakum infiltrasyon
yonteminin baglangigtan itibaren VI’ni olumlu etkiledigi gozlenmistir (Cizelge

4.2- Sekil 4. 2).

4.2 Farkh Depolama Kosullarinda Tohum Bakterizasyonu
UygulamalarimnVigorite Indeksine Etkisinin Belirlenmesine

Yonelik Testleri

Bu tez galismasinda tohum bakterizasyonu yapmak iizere kullanilan 3 EB
izolatt oda sicakliginda ve buzdolabinda olmak {iizere 2 farkli depolama
seceneginde vakumlu paketler igerisinde 6 ay siireyle depolanmistir. Depolama
kosullarinin tohum c¢imlenme ve ¢ikisina etkisi de Vigorite indeksi testi ile

saptanamistir.
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4.2.1 Farkh tohumbakterizasyonu uygulamalarimn oda

sicakhiginda bekletilen tohumlarin vigorite indeksine etkisi

Oda sicakligr kosullarinda bekletilen her bir tohum bakterizasyonu
uygulamasindan baglangictan itibaren 6 ay silireyle, 30 giin aralikla tohum
ornekleri nemlendirilmis steril kurutma kagith petrilere ekilmistir. 80, 83 ve 99
no.lu EB izolatlariminuygulandigi farkli tohum bakterizasyonu islemleri
sonucunda oda sicakliginda tutulan tohum 6rneklerinden elde edilen VI degerleri,
sirastyla Cizelge 4.3 -Sekil 4.3, Cizelge 4.4- Sekil 4.4 ve Cizelge 4.5- Sekil 4.5°de

verilmigtir.

Cizelge 4.3.80 no.lu EB ile farkli yontemler kullanilarak kaplanan ve oda sicakliginda bekletilen

tohumlarin vigorite indeksindeki degisim.

. Tohum uygulamalari
Aylara gore -
vigorite indeksi BAKTERI FiLM NEGATIF
CMC VAKUM . KONTROL(steril
(VI) degerleri* SUS. | KAPLAMA ) (sterd
0.ay 3272 ab 5613 a 4290 a 3289 a 4180a
lay 3584 ab 3346 bc 2249 b 1635 ¢ 3772 a
2.ay 3283 ab 3973 b 2350 b 1926 bc 3442 ab
3.ay 3590 ab 3146 bc 2809 b 2084 bc 3458 ab
4.ay 4340 a 3448 be 3048 b 2424 b 2648 bc
5.ay 3247 ab 2997 bc 3130 b 1032d 2581 c
6.ay 3064 b* | 2565 c* 2848 b* 812 d* 2070 c*
*Degerler herbirinde 10 tohum bulunan 3 tekerriir ortalamasidir.
80
60
40
20 - —
Q)
S 0 NK
¥ 20 30 4 5B s
© .20 - m CMC
[<5]
c
—- = VAKUM
> 40 . .
-60 BAKTERI SUS.
-80 ® FILM KAPLAMA
AYLAR

Sekil 4.3. 80 numarali bakteri ile yapilan tohum bakterizasyonuuygulamalarininodasicakliginda

tutulan tohumlarda, zamana bagl olarak, negatif kontrole gore, tohumlarin VI’ne etkisi.
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Cizelge 4.3. ve Sekil 4.3.’de goriildiigli gibi, 80 numarali bakteri ile farkl
kaplama uygulamalar1 arasinda,6 ay boyunca oda kosullarinda saklandiginda,
hiyar tohumlarinin VI degerleri agisindan; Negatif Kontrole kiyasla en olumsuz
uygulamanin film kaplama oldugu sonucu ¢ikmaktadir. En basarili uygulamanin
ise CMC ile tohum bakterizasyonuuygulamasi oldugu, bunu vakum infiltrasyonu

ve bakteri siispansiyonu uygulamalarinin izledigi sdylenebilir.

Cizelge 4.4. 83 no.lu EB ile farkli yontemler kullanilarak kaplanan ve oda sicakliginda bekletilen

tohumlarin vigorite indeksindeki degisim.

. Tohum uygulamalari
Aylara gore :
Lo . . . NEGATIF
vigorite indeksi BAKTERI FILM
. i CMC VAKUM . KONTROL
(VI) degerleri* SUS. KAPLAMA .
(steril su)
0.ay 8201a 8995a 8748a 5240 a 4180 a
lay 1773 b 3667 b 2687 de 1842 he 3772a
2.ay 1582 b 1495 ¢ 4375 bcd 2713 b 3442 ab
3.ay 170 c 914 ¢ 2790 cde 1523 be 3458 ab
4.3y 10c 721c 1284 ¢ 2043 be 2648 bc
5.ay 132¢c 660 c 4790 bc 1206 bc 2581 ¢
6.ay 76 c* 744 c* 5560 b* 952 c* 2070 c*
*Degerler herbirinde 10 tohum bulunan 3 tekerriir ortalamasidir.
200
150 —
100
S
— 50
=
©
2 o0 NK
> = CMC
-50
= VAKUM
-100 -
BAKTERI SUS.
-150 AYLAR = FiLM
KAPLAMA

Sekil 4.4. 83 numarali bakteri ile yapilan tohum bakterizasyonuuygulamalarinin oda sicakliginda

tutulan tohumlarda, zamana bagl olarak, negatif kontrole gore, tohumlarin VI’ne etkisi.
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Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4’de goriildiigi gibi, 83 numarali bakteri ile farkli
kaplama uygulamas1 goérmiis hiyar tohumlar1 oda kosullarinda saklandiginda,
bakteri siispansiyonu harig, diger uygulamalarin ikinci aydan itibarenVI'nde ciddi
diistislere neden oldugu saptanmistir. Bakteri siispansiyonu ileuygulama goren
tohumlar oda sicaklifinda bekletilmeleri durumunda, negatif kontrole kiyasla,
VI'ndekiolumsuzlugun diger uygulamalara gore en az olmasi nedeniyle, 83 no.lu
EB uygulamasiin bireysel olarak tohum ¢imlenme ve ¢ikisina olumsuz etkisinin
olmadigi, ancak tohum uygulama yontemlerinin oda sicakligi kosullarinda VI’'ni

olumsuz etkiledigi sonucuna varilmistir.

Cizelge 4.5. 99 numarali bakteri ile tohum bakterizasyonundan hemen sonra, tohuma yapilan

uygulamalarin VI’ne etkisi.

Baslangigtaki
vigorite indeksi Tohum uygulamalar
(VI) degerleri*
. . NEGATIF
BAKTERI FILM
cMC VAKUM . KONTROL
0.AY SUS. KAPLAMA .
(steril su)
7052 9457 10265 10842 4180

*Degerler herbirinde 10 tohum bulunan 3 tekerriir ortalamasidir.

99 numarali bakteri ile tohum bakterizasyonundan hemen sonra, tohuma
yapilan uygulamalarin tohum ¢imlenme ve c¢ikisina etkisi degerlendirildiginde,
genel olarak tiim tohum bakterizasyonu uygulamalarinin negatif kontrole gore
VI'ni olumlu etkiledigi gézlenmistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.5). Ancak; 99 no.lu EB
ile gerceklestirilen tohum uygulamalarindan 1 ay sonra yapilan canlilik ve
poplilasyonizleme calismalarinda hi¢ bakteriyel gelisme saptanamamaistir.
Deneme ikinci kez yinelendiginde de benzer sonuglarin alinmasi nedeniyle bu
bakterinin gercek anlamda bir endofitik mikroorganizma gibi davranmadigi ve
tohumun i¢ dokularina giremedigi sonucuna varilmistir. Bu olumsuzluk nedeniyle,
s0z konusu bakteri ile daha sonraki aylarda VI c¢alismalarina devam

edilememistir.
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Sekil 4.5. 99 numarali bakteri ile farkli tohum bakterizasyonuuygulamalarindan hemen sonra,

negatif kontrole gore, tohumlarin VI’ne etkisi.

4.2.2 Farkhi tohum bakterizasyonu uygulamalarinin buzdolabinda

(+4°C) bekletilen tohumlarin vigorite indeksine etkisi

Buzdolab1 kosullarinda (+40C)’debekletilen her bir tohum bakterizasyonu
uygulamasindan baslangigtan itibaren 6 ay siireyle, 30 giin aralikla tohum
ornekleri nemlendirilmis steril kurutma kagith petrilere ekilmistir. 80, 83 ve 99
nolu EB izolatlarminuygulandigr farkli tohum bakterizasyonu islemleri
sonucunda tohum Orneklerinden elde edilen VI degerleri, sirasiyla Cizelge 4.6 -

Sekil 4.6, Cizelge 4.7- Sekil 4.7’ deverilmistir.

Cizelge4.6. 80 no.lu EB ile farkli yontemler kullanilarak kaplanan ve buzdolabinda bekletilen

(+40C) tohumlarin vigorite indeksindeki degigim.

. Tohum uygulamalari
'AY1'ara' g((:l)ri i BAKTERI FILM NEGATIF
vigorite indeksi
(VI) degerleri* cMme VAKUM SUS. KAPLAMA KONTROL
(steril su)
0.ay 2272b 5613 a 6100 abc 3289 ab 4180 a
l.ay 2528 b 2821 d 5954 abc 2382 b 3995 ab
2.ay 2235h 3234 cd 5560 bc 2938 ab 3897 ab
3.ay 2775 Db 3545 cd 4121d 2947 ab 3458 abc
4.ay 3592 ab 5175 ab 6260 ab 2701 ab 2648 cd
5.ay 3808 ab 4365 abc 6900 a 3528 a 3066 bc
6.ay 5508 a* | 3760 bcd* 5090 c* 3186 ab* 1968 d*

*Degerler herbirinde 10 tohum bulunan 3 tekerriir ortalamasidir.
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Cizelge 4.6’de goriildiigii gibi; VI degerleri agisindan tohum kaplama
uygulamalar1 arasinda 6 ay siireyle buzdolabinda depolama sonucunda, sadece
steril su uygulamasi1 gérmiis negatif kontrol tohumlar ile karsilastirildiginda, en
iyi sonu¢ CMCuygulamasindan elde edilmis, bunu bakteri siispansiyonu
uygulamasi izlemistir. Benzer sekilde, Ek Cizelgelerde ve Sekil 4.6’da 80 no.lu
bakterinin farkli tohum uygulamalari ile hiyar tohumlaria kaplanmasinin vigorite
indeksine etkisi negatif kontrol ile karsilastirildiginda elde edilen sonuglar

goriilmektedir.
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Sekil 4.6. 80 numarali bakteri ile farkli tohum bakterizasyonu uygulamalarinin buzdolabinda
tutulan (+4°C) tohumlarda, zamana bagl olarak, negatif kontrole gore tohumlarin

VD’ne etkisi.

Sekil 4.6’da negatif kontrol uygulamasi ile karsilastirildiginda; tohum
¢imlenmesi ve VI'ni olumsuz etkileyen uygulamalarin film kaplama ve vakum
infiltrasyonu uygulamalar1 oldugu anlasilmaktadir. Bakteri siispansiyonu
uygulamasinin tohum VI’i lizerine negatif kontrole oranla olumlu etkisinin oldugu
gozlenmektedir. Bu durumda, 80 no.lu bakterinin ¢imlenme ve VI iizerine
olumsuz bir etkisi olmadig1 sonucu ¢ikmaktadir. Alt1 ay boyunca buzdolabinda
bekletilen tohumlardaki VI degerleri NK ile karsilastirildiginda ise; CMC ve

bakteri siispansiyonu uygulamasinin basarili oldugu sonucu ¢ikmaktadir.
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Cizelge 4.7.83 no.lu EB ile farkli yontemler kullanilarak kaplanan ve buzdolabinda bekletilen

(+4OC) tohumlarin vigorite indeksindeki degigim.

. Tohum uygulamalari
Aylara gore -
vigorite indeksi BAKTERI FILM NEGATIE
M VAKUM - KONTROL
(VI) degerleri* cMe v SUS. KAPLAMA .
(steril su)
0.ay 8201 a 8995 a 8748 a 5240 a 4180 a
l.ay 4421 b 3558 b 4453 bc 3405 ab 3995 ab
2.ay 2739 ¢ 4177b 5478 b 2733 ab 3897 ab
3.ay 1893 cd 2891 b 4391 be 2882 ab 3458 abc
4.ay 1536 d 1255 ¢ 5240 b 2910 ab 2648 cd
5.ay 2844 ¢ 845 ¢ 2933 ¢ 2408 b 3066 bc
6.ay 2041 cd* 848 c* 3186 c* 2904 ab* 1968 d*
*Degerler herbirinde 10 tohum bulunan 3 tekerriir ortalamasidir.
150
g
=
©
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-100 BAKTERI SUS.
AYLAR .
= FILM KAPLAMA

Sekil 4.7. 83 numarali bakteri ile farkli tohum bakterizasyonuuygulamalarinin buzdolabinda

tutulan (+4°C) tohumlarda, zamana bagli olarak, tohum ¢imlenme ve ¢ikisina etkisi.

Cizelge 4.7 ve Sekil 4.7°de goriildiigii gibi,83 numarali bakteri ile farkl
kaplama uygulamasi gormiis hiyar tohumlar1 buzdolabi kosullarinda
saklandiginda tohum uygulamalar1 agisindan zamana bagli olarak, VI'nde 30
giinliik depolama sonrasinda diislisler gbézlenmeye baslamistir. Ancak, bakteri
stispansiyonu uygulanmis tohumlarin CMC, vakum infiltrasyon ve film kaplama

yontemleri uygulanan tohumlara gore daha iyi bir basar1 sagladigi 6 ay boyunca
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yapilan vigorite indeksi testleri ile saptanmistir. Bakteri siispansiyonu
uygulamasinin NK’de elde edilen VI degerlerine oranla daha basarili bulunmasi
(Sekil 4.7), 83 numarali EB uygulamasinin tohum c¢imlenme yetenegi ve VI

acisindan olumlu katkis1 oldugunu gostermistir.

4.3 Farkhh Depolama Kosullarinda Tohum Bakterizasyonu
Uygulamalarimin  Endofitik Bakterilerin Canhhk ve

Populasyon Degisimine Etkisi Testleri Sonuclari

Farkli depolama kosullarinda tutulan her bir tohum bakterizasyonu
uygulamasindan hemen sonra baslanarak 6 ay siireyle, 30 giinliikk periodlarla
ornekler alinarak tohumdaki endofitik bakterilerin canlilik ve populasyon

yogunlugu belirlenmistir.

4.3.1 Farklh tohum bakterizasyonu uygulamalarinin oda
sicakhiginda bekletilen tohumlarin canhlik ve populasyon

degisimine etkisi

Oda sicakligi kosullarinda bekletilen her bir tohum bakterizasyonu
uygulamasindan bagslangigtan itibaren 6 ay siireyle, 30 giin aralikla tohum
orneklerinden EB’ler i¢in uygulanan dezenfeksiyon kurallarina uyularak
izolasyonlar gerceklestirilmistir. 80 ve 83 numarali EB izolatlarmimuygulandigi
farkli tohum bakterizasyonu islemleri sonucunda oda sicakliginda tutulan tohum
orneklerinden 6 ay siireyle elde edilen canlilik ve populasyon degisimi degerleri,
sirastyla Cizelge 4.8 -Sekil 4.8-4.9- 4.10ve Cizelge 4.9- Sekil 4.11-4.12-

4.13verilmistir.
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Cizelge 4.8.80 numarali bakteri ile farkli tohum bakterizasyonu uygulamalarindan sonra oda
sicakliginda tutulan hiyar tohumlarinda, zamana bagh olarak, endofitik bakterilerin

canlilik ve populasyon yogunlugundaki degisim.

Uygulama gormiis tohumlarda Tohum uygulamalari

zamana.bagh olarak saptanan BAKTERI FILM

bakteri popiilasyonu (cfu/g CMC VAKUM SUS. KAPLAMA.
tohum)
0.ay 1x10° 8x10° 8x10° 1x10°
1.ay 8x10° 8x10° 3x10° 0
2.ay 5x10* 8x10° 3x10° 0
3.ay 5x10* 0 8x10* 0
4.ay 8x10* 0 6x10* 0
5.ay 2x10* 0 3x10* 0
6.ay 2x10* 0 1x10° 0

Izolasyonlar EB izolasyonu i¢in uygulanan dezenfeksiyon kurallarina gore

gergeklestirilmigtir.

— HECMC
m VAKUM

BAKTERI SUS.

Log10 cfu/g tohum

B FiLM KAPLAMA

AYLAR

Sekil 4.8. 80 numarali bakteri ile farkli tohum bakterizasyonu uygulamalarindan sonraoda
sicakliginda tutulan hiyar tohumlarinda, zamana bagli olarak, endofitik bakterilerin

canlilik ve populasyon yogunlugundaki degisim.

Cizelge 4.8 ve Sekil 4.8’de goriildiigi gibi,80 numarali bakteri ile farkl
kaplama uygulamas1 goérmiis hiyar tohumlar1 oda kosullarinda saklandiginda,
bakteri siispansiyonuve CMC uygulamalarindatohumdakiendofitik bakterilerin
canlilik ve populasyon yogunluguson aylara kadar basariyla korunmustur (Sekil

4.8, Sekil 4.8). Bu uygulamalarda baslangicta, yaklasik, 10°cfu/g tohum olan
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popiilasyon yogunlugu, 6. aymn sonunda 10*-10°cfu/g tohum diizeyini korumus,
oda sicakliginda bekletilmeleri durumunda logaritmik anlamda en fazla 10-100
kati bir azalis saptanmustir (Sekil 4.10). Ancak; film kaplama ve vakum
yontemlerinin ise en basarisiz yontemler oldugu ve ikinci aydan itibaren

tohumlardaki bakteri popiilasyonunun izlenemez hale geldigi saptanmistir (Sekil
4.9).

Sekil 4.9.80 numarali bakteri ile farkli tohum bakterizasyonu uygulamalarindan hemen sonra
tohumlarda gelisen EB kolonileri (soldan saga: film kaplama, bakteri siispansiyonu,

vakum infiltrasyonu, CMC).

Sekil 4.10.80 numarali bakteri ile farkli tohum bakterizasyonu uygulamalarindan 6 ay sonra oda
sicakliginda bekletilen tohumlarda gelisen EB kolonileri (soldan saga: bakteri

stispansiyonu, CMC).
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Cizelge 4.9.83numarali bakteri ile farkli tohum bakterizasyonu uygulamalarindan sonra oda
sicakliginda tutulan hiyar tohumlarinda, zamana bagh olarak, endofitik bakterilerin

canlilik ve populasyon yogunlugundaki degisim.

Uygulama gérmiis tohumlarda Tohum uygulamalari
zamana.bagh olarak saptanan BAKTERI FiLM
bakteri popiilasyonu (cfu/g CMC VAKUM SUS. KAPLAMA
tohum)

0.ay 2x108 3x10* 5x10* 7x10°
1.ay 2x10° 5x10° 0 0
2.ay 2x10° 0 0 0
3.ay 1x10° 0 0 0
4.ay 1x10° 0 0 0
5.ay 8x10° 0 0 0
6.ay 2x10° 0 0 0

izolasyonlar EB izolasyonu ig¢in uygulanan dezenfeksiyon kurallarma gore

gergeklestirilmigtir.
9
8 4
7 4
=
26 -
S
k=g 5 4 mECMC
>
G 4 - = VAKUM
o
Tg,' 3 - BAKTERI SUS.
-, = FILM KAPLAMA
1 .
0 .
0 1 2 3 4 5 6
AYLAR

Sekil 4.11. 83 numarali bakteri ile farkli tohum bakterizasyonu uygulamalarindan sonraoda
sicakliginda tutulan hiyar tohumlarinda, zamana bagl olarak, endofitik bakterilerin

canlilik ve populasyon yogunlugundaki degisim.

Cizelge 4.9ve Sekil 4.11°de goriildiigii gibi,83 numarali bakteri ile farkli
kaplama uygulamasi gormiis hiyar tohumlar1 oda kosullarinda saklandiginda
tohumdaki endofitik bakterilerin canlilik ve populasyon yogunlugu; baslangigta
10° — 10%cfu/g tohum diizeyinde olmasina karsin, 30. giinden baglayarak CMC
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uygulamasi harig, hizli bir canlilik kayb1 saptanmistir(Sekil 4.12). Ancak, CMC
uygulamasi goren tohumlar oda sicakliginda 6 aylik bekletilme siireci sonunda
yaklagik 105cfu/g tohum diizeyini koruyarak bakterinin canlilik ve populasyon
yogunlugunu en iyi koruyan uygulama olmustur(Sekil 4.13).

Sekil 4.12.83 numaral1 bakteri ile farkli tohum bakterizasyonu uygulamalarindan hemen sonra
tohumlarda gelisen EB kolonileri (soldan saga: CMC,vakuminfiltrasyonu, film

kaplama, bakteri siispansiyonu).

Sekil 4.13.83 numarali bakteri ile farkli tohum bakterizasyonu uygulamalarindan 6 ay sonra oda
sicakliginda bekletilen tohumlarda gelisen EB kolonileri (soldan saga: CMC, film

kaplama, vakum infiltrasyonu,bakteri slispansiyonu).

432 Farkh  tohum  bakterizasyonu  uygulamalarinin
buzdolab1nda(+4°C) bekletilentohumlarin  canhihk ve

populasyon degisimine etkisi

EB’ler ile farkli tohum uygulamasi goren hiyar tohumlar1 buzdolabi
kosullarinda bekletildiginde, zamana baglh olarak bakterinin canlilik ve
populasyon degisimini periyodik olarak 6rnekleme yapilarak degerlendirilmistir.
80 ve 83 numarali EB izolatlariminuygulandigi farkli tohum bakterizasyonu

islemleri sonucunda buzdolabinda (+4°C) tutulan tohum 6rneklerinden 6 ay
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siireyle elde edilen canlilik ve populasyon degisimi degerleri, sirasiyla Cizelge
4.10-Sekil 4.14 - 4.15 - 4.16 ve Cizelge 4.11-Sekil 4.17 - 4.18 - 4.19 verilmistir.

Cizelge 4.10.80 numarali bakteri ile farkli tohum bakterizasyonu uygulamalarindan sonra
buzdolabinda(+4°C) tutulan hiyar tohumlarinda, zamana bagl olarak, endofitik

bakterilerin canlilik ve popiilasyon yogunlugundaki degisim.

Uygulama gormiis tohumlarda Tohum uygulamalari
zamana bagli olarak saptanan . .
bakteri popiilasyonu CcMC VAKUM BAK..T ERI FILM
SUSs. KAPLAMA
(cfu/g tohum)
0.ay 1x10° 8x10° 8x10° 1x10°
l.ay 8x10° 7x10° 8x10° 1x10°
2.ay 9x10° 4x10° 8x10° 9x10?
3.ay 5x10° 3x10° 7x10° 8x10°
4.ay 4x10° 2x10° 8x10° 1x10°
5.ay 4x10° 2x10° 9x10° 2x10°
6.ay 3x10° 5x10° 8x10° 4x10°

izolasyonlar EB izolasyonu icin uygulanan dezenfeksiyon kurallarma  gore

gerceklestirilmistir.

£

>

z

S

2 mCMC

>

5 = VAKUM

o

‘é% m BAKTERI SUS.
- m FiLM KAPLAMA

Sekil 4.14.80 numarali bakteri ile farkli tohum bakterizasyonu uygulamalarindan
sonrabuzdolabinda (+4°C) tutulan hiyar tohumlarinda, zamana baghi olarak,

endofitik bakterilerin canlilik ve populasyon yogunlugundaki degisim.
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Cizelge 4.10 ve Sekil 4.14°de goriildiigi gibi, tohum bakterizasyonundan
hemen sonra elde edilen bakteri populasyon degerlerine bakildiginda, tohumdaki
bakteri populasyonunun en yogun olarak bakteri siispansiyonu, vakum
uygulamasi ve CMC uygulamasinda yaklasik 1x10°-8x10°cfu/g tohum olarak
saptandigi, film kaplama uygulamasinin ise bakterilerin tohumda endofitik olarak
tutunmast i¢in basarisiz bir teknik oldugu anlasilmaktadir. Buzdolabinda 6 ay
siireyle depolama sirasinda, benzer sekilde bakteri siispansiyonu, vakum
uygulamast ve CMC uygulamasinda 80 nolu EB izolatininpopulasyon
yogunlugunda énemli bir diisiis saptanmamis, yaklasik3x10°- 8x10°cfu/g tohum
diizeyini  korumustur(Sekil 4.15). Bu uygulamalarda 80 no.lu EB
izolatininpopiilasyon yogunlugundaki artiginin 6 ay boyunca siirdirdigi, film
kaplama yonteminin ise bu yOntemlere gore basarisinin disiik kaldig

saptanmuistir(Sekil 4.16).

Sekil 4.15.80 numarali bakteri ile farkli tohum bakterizasyonu uygulamalarindan 4 ay sonra
buzdolabinda(+4°C) bekletilen tohumlarda gelisen EB kolonileri (soldan saga: film

kaplama, vakum infiltrasyonu,bakterisiispansiyonu,CMC).

Sekil 4.16.80 numarali bakteri ile farkli tohum bakterizasyonu uygulamalarindan 6 ay sonra

buzdolobinda (+4°C) bekletilen tohumlarda gelisen EB kolonileri (soldan saga: film

kaplama,bakterisiispansiyonu, CMC,vakuminfiltrasyonu).
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Cizelge 4.11.83numarali bakteri ile farkli tohum bakterizasyonu uygulamalarindan sonra
buzdolabinda (+4°C) tutulan hiyar tohumlarinda, zamana bagli olarak, endofitik

bakterilerin canlilik ve popiilasyon yogunlugundaki degisim.

Uygulama gérmiis tohumlarda Tohum uygulamalari
zamana bagll olarak saptanan BAKTERI FILM
bakteri popiilasyonu CMC VAKUM SUS. KAPLAMA
(cfu/g tohum)

0.ay 2x10°8 3x10* 5x10* 7x10°
1.ay 2x10° 5x10° 0 0
2.ay 1x10° 4x10* 0 0
3.ay 1x10° 2x10° 0 0
4.ay 3x10° 8x10? 0 0
5.ay 4x10* 0 0 0
6.ay 9x10° 0 0 0

izolasyonlar EB izolasyonu igin uygulanan dezenfeksiyon kurallarma  gore

gergeklestirilmistir.
9
8 4
7 4
=
26 -
S
k=g 5 4 mECMC
>
S 4 = VAKUM
o
3 - BAKTERI SUS.
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Sekil 4.17. 83numarali bakteri ile farkli tohum bakterizasyonu uygulamalarindan
sonrabuzdolabinda (+4°C) tutulan hiyar tohumlarinda, zamana bagh olarak,

endofitik bakterilerin canlilik ve populasyon yogunlugundaki degisim.

Cizelge 4.11 ve Sekil 4.17°de goriildiigii gibi, 83 numarali bakteri ile farkl
kaplama uygulamasi gormiis hiyar tohumlar1 buzdolabi kosullarinda
saklandiginda, tohumdaki endofitik bakterilerin canlilik ve populasyon
yogunlugu; baslangicta 7><103—2><108Cfu/g tohum diizeyinde olmasina karsin, 30.
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ginden baglayarak CMCve vakum infiltrasyonuuygulamas: hari¢, diger
uygulamalarda hizli bir canlilik kayb1 saptanmistir. Uygulamalarin yapilmasindan
4 ay sonra, vakum uygulamasindan da canli bakteri saptanamazken, CMC
uygulamasi gormiis tohumlar, 6 ay siireyle buzdolabinda bekletilmeleri sonucunda
populasyon yogunluklart 9x10°cfu/g tohum diizeyini koruyarak bakterinin canlilik
ve populasyon yogunlugunu en iyi koruyan uygulama olmustur(Sekil 4.18, Sekil
4.19).

Sekil 4.18.83 numarali bakteri ile farkli tohum bakterizasyonu uygulamalarindan 5 ay sonra
buzdolobinda (+4°C) bekletilen tohumlarda gelisen EB kolonileri (soldan saga:

vakum infiltrasyonu,CMC, bakteri siispansiyonu).

Sekil 4.19.83 numarali bakteri ile farkli tohum bakterizasyonu uygulamalarindan 6 ay sonra
buzdolobinda (+4°C) bekletilen tohumlarda gelisen EB kolonileri (soldan saga:
CMC,film kaplama,bakteri siispansiyon).
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5.TARTISMA

Tohum kalitesinin iyilestirilmesine  yonelik pek ¢ok uygulama
yapilmaktadir. Bu uygulamalar arasinda uygun donemde yapilan hasat, uygun
kosullarda kurutma, uygun kosullarda isleme teknolojisi, uygun nem igeriginin
saglanmasi, uygun tohum depolama kosulunun saglanmasi yaninda ekim Oncesi
yapilan bazi uygulamalar (priming, vs.), tohum isleme (seed conditioning) ve
kaplama teknolojileri (pellet ve film kaplama uygulamalar1) sayilabilmektedir
(Taylor et. al., 1998). Tohum kalitesinin iyilestirilmesi amactyla ekim Oncesinde
tohumlara yapilan fiziksel uygulamalarin basinda gelen tohum kaplama
uygulamalari, ekilecek tohumlarin ¢imlenme ve ¢ikis performansinin
artirtlmasina, tohum iriliginin artirilmasina ve seklinin diizgiinlestirilmesine, ekim
isleminin kolaylastirilmasina, hastalik ve zararlilara karst korunmasima yonelik

yapilan bir uygulamadir.

Bu tez calismasinda, farkli kaplama yontemleri kullanilarak EB’ler hiyar
tohumlarina uygulanmis ve bu uygulamalarla birlikte farkli depolama kosullarinin
tohum ¢imlenme ve Vigorite Indeksi (VI)’ne olas1 etkilerinin yani sira EB’lerin
tohumlarda tutunma ve kolonizasyonlarina etkileri de arastirilmistir. Tohum
kaplama uygulamalarinin EB’lerin yoklugunda tohum VI'ne olasi olumlu ya da
olumsuz etkileri degerlendirildiginde buzdolabinda bekletilen tohumlarda film
kaplama ve vakum infiltrasyonu uygulamalarinin, oda sicakliginda bekletilen
tohumlarda ise film kaplama uygulamasinin, sadece steril su uygulanmig NK
tohumlarina oranla VI’ni olumlu etkiledigi degerlendirilmistir. Ancak, her kosulda
VD'ne etkisi bakimindan en iyi uygulama yontemi CMC uygulamasi olmustur.
Film kaplama ve vakum infiltrasyonu gibi diger tohum kaplama uygulamalarinin
VI’'ne olumsuz etkilerinin bu proses sirasinda tohumlarin fiziksel olarak
etkilenmesinden kaynaklandig: diistiniilmiistiir. Film kaplamada kullanilanpolimer
maddesinin (plastikligi saglayict madde) suda kolay ¢oziinmesinin ve tohumda
toksik etki gdstermemesinin gerekliligini ifade eden Halmer (1987)’in bulgularina
benzer sekilde ¢alismada kullanilan polimer maddesinin hiyar tohumlarindaki
¢imlenme orani diisiisii bulgularin1 destekler nitelikte toksik etkinin varligindan

s0z edilebilecegi diisiiniilmektedir.
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Yapmis oldugumuz tez ¢alismasinda oda sicakligi ve buzdolabi kosullar
cimlenme ve canlilik agisindan kiyaslandiginda buzdolabi kosullariin tohum
uygulamalari agisindan daha basarili oldugu gézlenmistir. Bu sonuglara benzer bir
ornekte tohum wuygulamalar1 konusunda ilk calismalar1 baslatan bilim
adamlarindan olan Heydecker (1973) tohum uygulamalarinin en temel etkisinin
¢imlenme ve ¢ikis hizina bagli oldugunu, bunun da tohumun g¢imlenmesi igin
gereksinim duydugu ii¢ su alim evresinin ilk ikisini uygulama periyodunda
tamamlamis olmasindan kaynaklandigimmi belirtmistir. Toplam ¢imlenme
etkilenmemis olsa bile, hizdaki bu olumlu farklilik kisa zaman dilimi iginde iyi
gelismis, homojen ve saglikli fide olusumuna biiylik katkilar saglayacagi
diisiiniilmistlir. Bu da o6zellikle erken ilkbahar doneminde diisiik sicakligin, geg
yaz doneminde de yiiksek sicakligin tohum ¢imlenmesine, dolayli olarak da fide
tiretimine yapmis oldugu sinirlayici etkiyi azaltmada yardimer olacaktir. Tohum
uygulamalari maydanoz (Akers 1987), domates (Alvarado et. all., 1987), lahana
(Rao et. all., 1987), karpuz (Sachs 1977), karnabahar (Fujikura et.all., 1993)’da
diisiik sicakliklar, marul (Guedes and Cantliffe 1980), pirasa (Perare and Cantliffe
1994) ve 1spanak (Atherton and Farooque 1983)’ta yiiksek sicakliklarin

c¢imlenmeye olan kisitlayici etkisini kirmak amaciyla kullanilmigtir.

Bu tez c¢alismasinda da kullanilan polimer PEG’in tohum vigoritesine
olumsuz etkilerinin saptandigini gosteren bazi arastirmalara rastlanmistir.
Hergiliner(1993) tarafindan gergeklestirilen bir ¢calismada, PEG (polietilen glikol)-
4000 ve 6000' in -2, -7 ve -15 bar basinca sahip olan 3 farkli dozu (112, 224, 336
g/l) ile KNO3, NH4;NOs3, Ca(M03)2, KC1, % 2' lik soliisyonlarinin karpuzlarda
normal ve diisiik sicakliktaki ¢cimlenme ve ¢ikis 6zelliklerine etkisi arastirilmistir.
PEG uygulamalarinin normal ve diisiik sicaklik kosullarinda ¢imlenme ve c¢ikis
tizerine olumlu etkileri saptanmamstir (Hergiliner, 1993). Cimlenmesi ge¢ ve zor
olan kiiciik embriyolu bazi sebze tohumlarinin olumsuz toprak kosullarinda
cimlenmelerini iyilestirmek ve homojen fide ¢ikisini saglamak amaciyla yapilan
calismalarda, havug basta olmak iizere kereviz, pirasa, sogan ve maydanoz gibi
sebze tohumlarmin ekim Oncesi bazi tohum uygulamalar1 (priming) sonunda
ozellikle diisiik ve yiiksek toprak sicakliklarinda hem cimlenme hem de ¢ikis
oranlarinin artti§1, hem de erken ve homojen fide ¢ikis1 saglandigi belirlenmistir

(Duman, 2006).



38

Yaptigimiz tohum uygulamalarinin sonuglara benzer sekilde yapilan bir
caligmadaBrocklehurst et al. (1984) pirasa tohumlarinin ¢imlenmesi ve fide ¢ikisi
iizerine osmotik primingin etkisini inceledikleri arastirmalarinda, PEG solusyonu
ile tohumlara uygulama yapmislardir. Uygulamanin ¢imlenme oranini, seradaki
cikig oranin1 ve fide agirligini artirdigint bildirmislerdir. Uygulanmig tohumlari
kurutmanin (uygulanmis ama kurutulmamis tohumlarla karsilastirildiginda)
¢imlenme ve ¢ikist az da olsa geciktirdigini ¢iinkii tohumun yeniden su alimina

kadar zaman gegtigini belirtmislerdir.

Bu tez calismasinda 80 ve 83 no’lu bakterilerle yapilan film kaplama
uygulamalar1 sonucunda buzdolabi1 ve oda sicakliginda bekletilen tohumlarin
cimlenme iizerine olumsuz etkisi yapilan istatistiksel caligmalarla da
desteklenmistir. Buna benzer bir arastirma Williams and Hopper (1998), polimer
kaplama uygulamasinin; tohumun disar1 ile nem ve gaz aligverisini kisitlamakla
kalmayip disaridan gelebilecek bir takim zararlilara karsi koruma sagladigini
belirtmislerdir. Ayni zamanda tohumun yapisinda bulunan ve c¢imlenmeyi
saglayan bir takim maddelerin tohumdan ¢ikisini engelleyip tohumda yaslanmay1

geciktirdigini ve ¢cimlenmeyi engelledigini de gozlemlemislerdir.

Tohuma kaplama yonteminin se¢imi kadar depolama kosullar1 da oldukca

onemli bir unsurdur.

Owen and Pill (1994) uygulama gormiis kuskonmaz (Asparagus officinalis
L.) ve domates tohumlarimin 4°C’de diisiik tohum neminde 3 ay
depolanabildiklerini bildirmislerdir. Powell et al. (2000) baslangi¢ giicleri disiik
ve yiksek olan karnabahar tohumlarinda 20°C’de 12-28 saat yapilan
havalandirmali hidrasyon uygulamasinin ardindan tohumlart 10°C’de 12 ay,
20°C’de 4 ay depolamustir. Bu c¢alismayla hidrasyon uygulamasinin tohum
depolama potansiyelini artirabilecegi ancak burada tohumun baslangig kalitesi ve
uygulama stiresi interaksiyonunun depolama {izerine etkili oldugu belirtilmistir.
Chang and Sung (1998) vermikiilit ileuygulama yapilmis misir tohumlarinin
depolanmas1 {izerine yaptiklart ¢alismalarinda uygulama gormiis ve kontrol
tohumlarmi 12 ay depolamislardir. Vermikiilit uygulamasinin ¢ikis oranin

arttirdigr ~ belirtilmistir. Bununla birlikte, uygulanmis tohumlar 12 ay
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depolandiginda, ozellikle 25°C’de, depolama omrii kisalmis ve uygulamanin
olumlu etkisinin azaldigi bildirilmistir. Misir tohumlarinda primingin etkisinin
10°C de 6 ay depolamadan sonra bile devam ettigi goriilmiistiir.25°C de 6 ay
depolamanin  tohumlarda daha hizli bozulma meydana getirdigini
saptamistir.(Chang and Sung, 1998).Bu sonuglar, tez ¢aligmasinda elde edilen
sonuclart destekleyici nitelikte bulunmustur. Benzer sekilde 80 nolu EB
uygulanmis tohumlarin buzdolabi kosullarinda canliik ve populasyon
yogunlugununda onemli bir diisiis olmazken, oda sicakliginda hizli bir diisiis

meydana geldigi gozlemlenmistir.

Bu tez calismasinda, film kaplama uygulanan ve 6 ay boyunca oda
sicakliginda bekletilen tohumlarin canlilik ve ¢imlenme oraninda hizli bir sekilde
diisme oldugu gozlenmistir.Benzer sekilde yapilan bir baska ¢alismada Argerich
et al. (1989) domates tohumlarinda primingin ve yaglanmanin bozulmaya etkisini
incelediklerinde, 4°C’de kontrol, uygulama gérmiis ve yaslandirilmis tohumlarin
cimlenme orani etkilenmezken, 30°C’de canliik ve g¢imlenme orani hem
uygulanmis hem de yaslanmis tohumlarda 6 ay sonunda Onemli derecede
azalmistir. Yiksek sicaklikta depolama ozellikle uygulanmis tohumlarin

¢imlenme orani ve ¢imlenme hizin1 olumsuz etkilemistir.

Bu tez ahismasinda kaplama yapilan tohumlar oda sicakhg ve +4°C gibi
farkli depolama kosullarinda vigorite acisindan degerlendirildiginde; diistik
sicaklik daha basarili bulunmustur.Ancak; bu tez ¢alismasinda tohumlardaki nem
igerigi dikkate alinmamistir. Sundstrom (1990) depolama sirasinda biber
tohumlardaki canlilik, gii¢ ve dormansi iizerine tohum neminin etkisini inceledigi
arastirmada, diisiik tohum neminin (%5.8) dormansiyi arttirdigini fakat tohum
canliligt ve giicini etkilemedigini belirlemislerdir. Yiiksek tohum neminde
depolamanin tohum canlilifinda ve c¢imlenmesinde Onemli azalmaya neden
oldugunu ve diisiik sicaklikta depolama igin optimum tohum neminin yaklasik

%10 oldugunu vurgulamislardir.

Tohumlarin endofitik bakterilerle kaplanmasinin, hastalik ve zararlilara
kars1 dayanikliligt uyarma yoluyla yararli oldugu bilinmektedir. Bu tez

caligmasinda kullanilan EB izolatlarminhiyar koseli yaprak leke hastaligina
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(Pseudomonas syringae pv. lachrymans, Psl) karsi biyolojik savas agisindan
basarili oldugu Akbaba (2014) tarafindan saptanmistir. Bu calismadasaglikli hiyar
bitkilerinin farkli kisimlarindan elde edilen endofitik bakteri (EB) izolatlarinin
hiyar koseli yaprak leke hastaligina (Psl) karst biyokontrol etkisi ve bitki
icerisinde kolonizasyonunun arastirilmig, EB izolatlar1t CMC siispansiyonu i¢inde
tohumlara uygulanmis ve liretim sezonu boyunca EB izolatlarinin bitki i¢inde
tohum bakterizasyonundan 40 giin sonra, kok ve yesil aksam populasyonu
yaklagsik olarak 1x10*-1x10°cfu/ g plant diizeyinde seyretmistir(Akbaba, 2014).

Kok ur nematodlarina antagonist etkilerini test etmek amaciyla
Pseudomonas fluorescens Strain Patl siispansiyonu (10° cfu/ml) ii¢ farkli sekilde
hiyar yetistiriciliginde uygulanmistir: 1) CMC ile tohum bakterizasyon; 2) Tohum
bakterizasyon ve fide i¢irme ve 3) Fide i¢irme. Tohum kaplama ile tohum
kaplama ve fide daldirma, sadece kok-ur nematodlari ile bulasik bitkilerin
bulundugu pozitif kontrol ile Kkarsilastirildiginda, bitkilerin toprak {stii
kisimlarindaki hastalik gelisiminin sirastyla % 35 ve % 21, koklerdeki ur

olusumunun % 44 ve % 39 oranlarinda diistiigii belirlenmistir (Kaskavalct et.

all.,2006).

Benzer sekilde yapilan diger ¢alismalarda priming uygulamasinin hastalik
ve zararlilara kars1 dayaniklilik sagladigina iligkin arastirmasonuglar1 da rapor
edilmektedir. Rashid vd. (2004),priming uygulanan mas fasulyesi tohumlarinin
daha hizli ve yiiksek oranda ¢ikis yapmalarinin yani sira, priminguygulanmis
bitkilerde sar1 mozaik viriis hastalig1 simptomlarinin 6nemli azalis gosterdigini
(belirti gérilme siklig1 priming uygulanmayanlarda % 70, uygulananlarda % 14)
ve buna bagli olarak tohumveriminde % 400’e¢ varan artig saglandigin
saptamiglardir. Benzer sekilde, nohutta priminguygulamasit goévde cirtikligii
(Sclerotiumrolfsii) hastaliginin siddetini azaltmig ve priminguygulanmayan
sartlara kiyasla verimde % 33’liikk artis saglamistir (Musa vd., 2001). Diger
taraftan,priming uygulamasi nohutta yesil kurt zararmi azaltmistir (Harris vd.,
1999). Arastiricilar, priminguygulamalarinda hastalik ve zararlilara karsi ortaya
¢ikan bu dayanikliligin erken fide ¢ikisi ve bunabagl olarak kuvvetli fide ve bitki
gelisiminden kaynaklanmis olabilecegine vurgu yapmislardir. Priming uygulanan

tohumlardan meydana gelen fidelerde hizli ve kuvvetli bir kok gelisimi meydana
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gelmekte (Danneberger vd., 1992; Harris, 1996), hizli ve derin kok sistemi
olusturan bitkiler ise 6zellikle kurak sartlarda daha verimli olmaktadirlar (Singh
vd., 1988). Priming uygulamasi ayrica baklagillerde nodiill olusumunu
artirmaktadir (Musa vd., 2001). McGradyandCotter (1987) ac1 pul biberin erken
ve gec ekimlerinde gelisimi ve verimi {izerine tohum uygulamasinin etkisini
inceledikleri calismalarinda, kuru tohumlar ile 4 mm kokgiik ¢ikisina kadar
¢imlendirilmis tohumlar1 kullanmislardir.Arastirma sonucunda, her iki ekim
zamaninda da on ¢imlendirme yapilan tohumlarda ¢ikis oranmi ve bitki boyunun

daha yiiksek bulunmasinaragmen verimin etkilenmedigini bildirmislerdir.

Bu tez calismasinda, farkli tohum uygulamalarindan CMC ile tohum
bakterizasyonuuygulamasinin 6 ay boyunca buzdolabir kosullarinda (4°C)
bekletilen hiyartohumlarinda canlilik agisindan en az kayba neden oldugu
gozlenmistir. Benzer sekilde, yapilan bir baska arastirmada toprak patojenleriyle
biyolojik savas calismalarinda bakteriyel antagonistlerin tohuma uygulanmasinin
en ideal ¢oziim oldugu bilinmektedir. Benzer bir tez c¢alismasinda, Kavun
Fusarium Solgunlugunu engelleme 6zelligi kanitlanan Pseudomonas putida 30
no.lu izolatin kavun tohumlarina kaplanmasini saglayacak en uygun teknigin
saptanmas1 amaglanmistir. Bu amagla, farkli tohum kaplama teknikleri kaplanan
aktif organizmanin canhilik/raf Omrili, tohum ¢imlenmesine ve kok
kolonizasyonuna etkileri yoniinden karsilastirilmistir. 180 giin siireyle 4°C'de
tutulan kavun tohumlarinda, P.putida strain 30'un canlilik ve raf 6mrii agisindan
en az kayibin saptandig1 tohum kaplama uygulamalarinin Carboksi metil seliiloz
(CMC, %1..5).+ bakteriyelV1 pellet + vermiculit ve Xanthane sakiz1 (XS, %5) +
bakteriyel pellet + vermiculit uygulamalar1 oldugu saptanmistir. 180 giin boyunca
bakteri populasyonu 10'%fu/tohum'dan 10°cfu/tohum'a diiserek, 10 kat1 bir azals
gostermistir. Sadece bakteri slispansiyonu verilen uygulamada ise, 180. giinde,
bakteri populasyonunun 10°dan 10°cfu/tohum'a diistiigii saptanmustir. Bu tez
caligmasinda da 6 ay boyunca oda sicakliginda bekletilen hiyar tohumlarinda
canlilik kaybi agisindan en az degisimin CMC ile yapilan tohum uygulamasi
oldugu sonucuna varilmistir. Farkli tohum kaplama tekniklerinin 15 giinliik kok
ucunda bakteri kolonizasyonuna etkisi de test edilmistir. En basarili kok
kolonizasyonunun CMC + vermiculit oldugu saptanmistir. Tohum bakterizasyonu

yapilmayan uygulamalarla karsilastirildiginda, biyopriming isleminin tohum
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cimlenmesini ve fide ¢ikisini olumlu etkiledigi goriilmistir (Cetinel,
2005).Yrittiigiimiiz bu tez ¢alismasinda da, hem tohum vigoritesi hem de bakteri
canliligiin tohumda korunmasi agisindan en uygun kaplama uygulamasinin CMC
oldugu kanisina varilmistir.Pythium ultimum’u kontrol etmek igin muisir
tohumlarina Pseudomonas fluorescens’in uygulanmasi igin bir %1.5’luk CMC ve
bakteri siispansiyonu ile bio-priming tohum uygulamasi gelistirilmistir (Callan et
al.,1990). Bakterizasyona ugramis tohumlar Kkurutulduktan sonra steril,
nemlendirilmis vermiculit ile kaplanarak Kilitli torbalara yerlestirilmistir. Bio-
priming sirasinda, baslangigtaki inokulum diizeyine bagli olarak, P.fluorescens
popiilasyonulO katindan 10.000 katina artmistir. Bio-priming uygulamasi,
cokertene karsi Metalaxyl ile tohum uygulamasindan daha etkili bulunmustur.
Benzer sekilde, Pseudomonasfluorescens’in AB254 no.lu straini ile biopriming
uygulamasi goren bezelye ve kabak tohumlarinda fide ¢ikisi Metalaxyl'e yakin
diizeyde gerceklesmistir. Yaptigimiz calismada, buzdolabr kosullarinda (+4°C)
bekletilen tohumlarin canliligi, oda sicakliginda bekletilen tohumlara oranla daha
yiikksek olup, 6 ay sonunda onemli bir diisiis gozlenmemistir. Benzer sekilde
yapilmis bir calismada AB254’tin tohumlardaki canliligi disiik depolama
sicakliginda ve diisiik oransal nemde artarken, oda sicakliginda ve yiiksek oransal
nemde tohum basma canli hiicre sayis1t 300 giin icinde 10%den10cfu/tohuma
diismiistir. P.fluorescens strain AB 254 ile 10°cfu/tohum dozunda uygulama
gormiis tohumlar, 4 ya da 21°C’de 180 giin siireyle depolandiktan sonra canlilik
kayb1 en fazla 10 kat olmustur (10”cfu/tohum). Oransal nemin kontrol edilemedigi
durumda, bakteriyel canlilik diizeyi 21°C’¢ oranla, 4 °C’de ¢ok daha 1yl
olmustur.Elde edilen bu sonuglar, Cetinel (2005) ve Callan et. all, (1990)

tarafindan elde edilen verilerle olduk¢a uyumlu bulunmustur.
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6.SONUC VE ONERILER

Proje sonucunda elde edilen veriler, EB’lerin tohumlara uygulanmasi
konusunda en ideal ve tohum ¢imlenmesine zarar vermeyecek teknigin hangisi
olduguna karar vermemizi saglamistir. Asagida tez calismamizin sonuglar1 kisaca

Ozetlenmistir;

1. Bu galisma sonucunda kaplama yapilan tohumlarin oda sicakligi ve buzdolabi
(+40C) gibi farkli depolama kosullarinda vigorite agisindan diisiik sicaklikligin
daha basarili oldugu gozlenmistir.

2. Her iki sicaklik kosulunda da CMC uygulamasinin 6 ay boyunca yapilan
caligmalarda ¢imlenme ve canlilik acisindan en basarili uygulama oldugu,

bunu bakteri siispansiyonunun izledigi gozlenmistir.

3. Film kaplama ve vakum infiltrasyon uygulamalarinin ise basarisiz oldugu

sonucuna varilmistir.

4. Ogzellikle diisiik sicaklikta depolamanin canlilik ve popiilasyon yogunlugunu
artirdig1 tespit edilmistir. Boylece en uygun tohum bakterizasyon yontemi ve

en ideal saklama yontemi belirlenmistir.

5. Yararli bakterilerin tohuma kaplanmasinda ve depolanmasinda en ideal
yontemin seg¢ilmesi tohum VI kadar yararli bakterlerin biyokontrol ve bitki

gelisimini artirict potansiyeline de olumlu katkilar saglayacaktir.

6. Pratikte, bu tez ¢alismasindan elde edilecek sonuglar ticari agidan tohum ve

fide firmalarin isine yarayacaktir.

7. Sonug olarak, bitki gelisimin ilk asamasi olan tohum ¢imlenmesi, tohumun
kendi biinyesindeki engelleyici maddeler, tohumun sert vegecirimsiz bir
yapida olmasi ve tohum ekimi sirasinda yapilan cesitliteknik hatalar ve
olumsuz ¢evresel faktorler sonucunda azalmakta veya hi¢ olusmamaktadir. Bu
nedenle bitki tiir ve g¢esitlerine gore degisentohum Ozellikleri vecevre sartlari
dikkate alinarak tohum ¢imlenmesini optimum diizeye ¢ikaracak bazi 6n
uygulamalarin yapilmast dogrudan tohum c¢imlenmesini ve canliligl ayrica

hastaliklara kars1 dayanim acisindan olumlu yonde etkiledigi diistiniillmektedir.
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Ek 1. Negatif Kontrol CMC oda istatistik sonuglari

Duncan®
AYLAR Subsetforalpha = 0.05
N(tekerriir sayis1) 1 2
5,00 3] 41,6956b
6,00 3] 43,2810b
4,00 3] 44,3726b
3,00 3] 46,1161b
2,00 3] 52,2537 52,2537ab
1,00 3] 52,8434 52,8434ah
,00 3 71,11524
Sig. ,285 ,066
Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.
a. UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.
Ek 2. Negatif Kontrol vakum oda istatistik sonuglari
Duncan®
AYLAR Subsetforalpha = 0.05
N(tekerriir sayisi) 1 2
6,00 3 43,9131h
4,00 3 48,1268
5,00 3 48,9827h
3,00 3 49,9943h
1,00 3 51,6052h
2,00 3 52,2634b
,00 K 70,17714
Sig. 145 1,000

Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.

a. UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.



Ek 3. Negatif Kontrol film kaplama oda istatisktik sonuglari

Duncan®
AYLAR Subsetforalpha = 0.05
N(tekerriir sayist) 1 2
6,00 3 48,5231b)
4,00 3 51,9486h|
5,00 3 53,1870h|
3,00 3 58,0895h)
2,00 3 59,3051h|
1,00 3 62,8379 62,8379ah
,00 3 81,01714
Sig. ,184 ,068
Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.
a. UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.
Ek 4. Negatif Kontrol oda istatistik sonuglari
Duncan®
AYLAR Subsetforalpha = 0.05
N(tekerriir sayis1) 1 2 3
6,00 3] 45,4576(
5,00 3] 50,7928(
4,00 3] 51,4482 51,4482hd
2,00 3] 58,5040 58,5040abh|
3,00 3] 58,7784 58,7784abh|
1,00 3] 61,40164
,00 3] 63,48964
Sig. 111 ,056 ,191

Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.

a. UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.



Ek 5. NegatifKontrol CMC +4°C istatistik sonuglari

Duncan®
AYLAR Subsetforalpha = 0.05
N(tekerriir sayist) 1 2
5,00 3] 43,8995
6,00 3] 44,2353
4,00 3] 44,4837
3,00 3] 47,6748
2,00 3] 48,0015
1,00 3] 50,6345 50,6345
,00 3 71,1152
Sig. ,552) ,059
Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.
Ek 6. Negatif Kontrol vakum +4°C istatistik sonuglari
Duncan®
AYLAR Subsetforalpha = 0.05
[N (tekerriir sayis1) 1 2
4,00 3] 53,3333
6,00 3] 53,4292
5,00 3] 55,3265 55,3265
3,00 3] 58,0557 58,0557
1,00 3] 59,0356 59,0356
2,00 3] 62,3223 62,3223
,00 3] 70,1771
Sig. 247 ,063

Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.

UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.



Ek 7. NegatifKontrol film kaplama +4°C istatistik sonuglar1

Duncan®
AYLAR Subsetforalpha = 0.05
N(tekerriir sayis1) 1
6,00 3 60,8626
2,00 3 63,6138
5,00 3 63,6292
3,00 3 66,7139
4,00 3 69,6670
1,00 3 78,6972
,00 3 81,0171
Sig. ,051
Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.
UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.
Ek 8. Negatif Kontrol +4°C istatistik sonuglar1
Duncan®
AYLAR | N(tekerriir Subsetforalpha = 0.05
sayist) 1 2 3 4
6,00 3 44,3499
4,00 3 51,4482 | 51,4482cd
5,00 3 55,2921 | 55,2921bc
3,00 3 58,7784 58,7784 58,7784abc
2,00 3 62,4041 62,4041ab
1,00 3 63,0540 63,0540ab
,00 3 63,4896a
Sig. ,061 ,064 ,057 ,231

Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.

a. UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.




Ek 9. 80CMCoda istatistik sonuglar1

Duncan®
IAYLAR Subsetforalpha = 0.05
N(tekerriir sayist) 1

6,00 3 55,3434b
5,00 3 56,9813 56,9813abh|
,00 3 57,1850 57,1850abh|
2,00 3 57,2538 57,2538abh|
3,00 3 59,3003 59,3003abh
1,00 3 59,7170 59,7170ab|
4,00 3 65,86064
Sig. ,319 ,055)

Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.

a. UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.

Ek 10. 80 vakum oda istatistik sonuglari

Duncan?
AYLAR N(tekerriir Subsetforalpha = 0.05
say1s1) 1 2 3
6,00 3 50,6423(
5,00 3 54,7149 54,7149hc
3,00 3 55,1366 55,1366bc
1,00 3 57,8228 57,8228hc
4,00 3 58,7155  58,7155h¢
2,00 3 63,0231b
,00 3 74,82424
Sig. ,109 ,099 1,000

Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.

a. UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.



Ek 11. 80 bakteri siispansiyonu oda istatistik sonuglari

Duncan®
AYLAR Subsetforalpha = 0.05
N(tekerriir sayis1) 1 2
1,00 3 47,3081b|
2,00 3 48,4001b|
3,00 3 52,7418h
6,00 3 53,3627h
4,00 3 55,1891h
5,00 3 55,9210b
,00 3 65,04024
Sig. ,072 1,000
Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.
a. UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.
Ek 12. 80 film kaplama oda istatistik sonuglari
Duncan®
AYLAR N(tekerriir Subsetforalpha = 0.05
sayist) 1 2 3 4
6,00 3 28,4676d
5,00 3 31,7069d
1,00 3 40,3803¢
2,00 3 43,6858 43,6858hbc
3,00 3 45,6297 45,6297bc
4,00 3 48,9119
,00 3 57,28814
Sig. ,383 ,187 ,189 1,000

Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.

a. UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.



Ek 13. 83 CMC oda istatistik sonuglari

Duncan®
AYLAR N(tekerriir Subsetforalpha = 0.05
sayis1) 1 2 3
4,00 3 3,1516¢
6,00 3 8,7057¢
5,00 3 11,2838d
3,00 3 12,9207
2,00 3 37,2203h
1,00 3 40,9350b)|
,00 3 90,33874
Sig. ,217] ,603 1,000

Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.

a. UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.

Ek 14. 83 vakum oda istatistik sonuglari

Duncan®
AYLAR N(tekerriir Subsetforalpha = 0.05
say1s1) 1 2 3
5,00 3 25,4425(]
4,00 3 26,5611d
6,00 3 27,0768(
3,00 3 28,4309¢
2,00 3 38,0194(
1,00 3 60,5064h
,00 3 93,53414
Sig. 174 1,000 1,000

Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.

a. UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.



Ek 15. 83 bakteri siispansiyonu oda istatistik sonuglar1

Duncan®
AYLAR N(tekerriir Subsetforalpha = 0.05
sayis1) 1 2 3 4 5
4,00 3 35,7650¢
1,00 3 51,3432 51,3432de
3,00 3 52,4059 52,4059 52,4059cde
2,00 3 65,3113 65,3113  65,3113bcd
5,00 3 69,1785 69,1785h¢
6,00 3 74,4697h
,00 3 92,65514
Sig. ,052 ,007 ,050 ,264 1,000
Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.
a. UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.
Ek 16. 83 film kaplama oda istatistik sonuglar1
Duncan®
AYLAR Nitekerriir Subsetforalpha = 0.05
sayist) 1 2 3
6,00 3] 30,8397¢
5,00 3] 34,6400 34,6400bc
3,00 3] 38,5888 38,5888bc
1,00 3] 42,7495 42,7495bc
4,00 3] 44,9021 44,9021bc
2,00 3] 51,8068b
,00 3] 70,16274
Sig. ,125] ,066 1,000

Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.

a. UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.



Ek 17. 80 CMC +4°Cistatistik sonuglari

Duncan®
AYLAR N(tekerriir Subsetforalpha = 0.05
sayisi) 1 2
2,00 3] 47,1013b|
,00 3] 47,2434b|
1,00 3] 48,3742h|
3,00 3 50,9678b|
4,00 3 59,7541 59,7541ab)
5,00 3 61,6782 61,6782ab
6,00 3 74,15744
Sig. 127 111
Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.
a. UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.
Ek 18. 80 vakum +4°C istatistik sonuglar1
Duncan®
AYLAR 1 N(tekerriir Subsetforalpha = 0.05
say1s1) 1 2 3 4
1,00 3 52,8715d
2,00 3 55,8277  55,8277cd
3,00 3 59,4538  59,4538cd
6,00 3 61,2042 61,2042 61,2042bcd
5,00 3 66,0455 66,0455  66,0455abc
4,00 3 71,9219 71,9219ab
,00 3 74,82424
Sig. ,159 ,089 ,068 ,129

Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.

a. UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.



Ek 19. 80 bakteri siispansiyonu +4°Cistatistik sonuglari

Duncan®
AYLAR I Ntekerriir Subsetforalpha = 0.05
say1s1) 1 2 3 4

3,00 3 63,8175d
6,00 3 71,3348¢
2,00 3 74,5554  74,5554bc
1,00 3 77,1569 77,1569 77,1569abd|
,00 3 78,0961 78,0961 78,0961abd|
4,00 3 79,1004 79,1004ah
5,00 3 83,04504)
Sig. 1,000 ,050) ,173 ,083

Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.

a. UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.

Ek 20. 80 film kaplama +4°C istatistik sonuglar1

Duncan®
AYLAR N(tekerriir Subsetforalpha = 0.05
sayis1) 1 2

1,00 3 48,6642h)
4,00 3 51,9237  51,9237abh|
3,00 3 53,5455  53,5455ah|
2,00 3 54,1290  54,1290abh|
6,00 3 56,4418  56,4418abh|
,00 3 57,3292  57,3292abh|
5,00 3 59,35024
Sig. 075 122

Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.

a. UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.



Ek 21. 83 CMC +4°Cistatistik sonuglari

Duncan®
AYLAR N(tekerriir Subsetforalpha = 0.05
say1s1) 1 2 3 4
4,00 3 38,8947d
3,00 3 43,2781 43,2781cd
6,00 3 45,1742 45,1742cd
2,00 3 51,7580¢
5,00 3 53,2748¢
1,00 3 66,3888b
,00 3 90,33874|
Sig. ,237 ,075 1,000 1,000
Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.
a. UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.

Ek 22. 83 vakum +4°Cistatistik sonuglar1

Duncan®
AYLAR | N(tekerriir Subsetforalpha = 0.05
sayis1) 1 2 3
6,00 3 28,5348(
5,00 3 28,5958(]
4,00 3 34,5584
3,00 3 52,98250
1,00 3 59,4589h
2,00 3 64,44150
,00 3 93,53414
Sig. ,510 ,218 1,000

Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.

a. UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.



Ek 23. 83 bakteri siispansiyonu +4°Cistatistik sonuglar1

Duncan®
AYLAR N(tekerriir Subsetforalpha = 0.05
sayis1) 1 2 3
5,00 3 54,1528(]
6,00 3 56,4252
3,00 3 65,7160 65,7160bc
1,00 3 66,6046] 66,6046b¢
4,00 3 72,2089h
2,00 3 73,8658h
,00 3 92,65514
Sig. ,102 272 1,000
Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.
a. UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.
Ek 24. 83 film kaplama +4°Cistatistik sonuglar1
Duncan®
AYLAR | N(tekerriir Subsetforalpha = 0.05
sayis1) 1 2
5,00 3 48,1473b
2,00 3 51,9682 51,9682abh|
3,00 3 53,3736 53,3736abh|
6,00 3 53,8799 53,8799abh
4,00 3 53,9091 53,9091abh|
1,00 3 57,7053 57,7053ab|
,00 3 70,16274
Sig. 349 087

Meansforgroups in homogeneoussubsetsaredisplayed.

a. UsesHarmonicMeanSample Size = 3,000.



