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1. GIRIS

Bitkilerde gorulen hastaliklarin kontroliinde hijyen ve terapi
(seed sanitation) iyi tarim uygulamalar ¢ergevesinde degerlendiril-
mektedir. Bu nedenledir ki Avrupa ve Akdeniz Bitki Gilivenligi Orga-
nizasyonu (European and Mediterranean Plant Protection Organiza-
tion: EPPO) hastalik ve zararhlarin miicadelesi kapsaminda ‘lyi Bitki
Koruma Uygulama Temelleri’ basligi altinda standart protokoller
olusturmustur (EPPO, 2004). Olusturulan hijyen ve terapi standartla-
r1 baslangicta korunakli alanlarda tliretimin yapildig1 Patlicangiller
(Solanaceae) familyasina ait tiirlerde goriilen zararh ve hastaliklara
yonelik olusturulmus iken, giiniimiizde bu uygulamalarin tiim ticari
oneme sahip Urtnler icin gecerli oldugu bilinmektedir (EPPO, 2020).

Fide yetistiriciliginde baslangi¢c materyali olan tohumun hastalik-
larla bulasik olmasi durumunda tiim tliretim streci risk altinda kal-
maktadir. Bu nedenle tohumun hastaliklardan ari olmasi, teshis ve
var olan/olasi hastalik etmenlerinden arindirilmasi, sebze fidelerinin
yetistirilmesindeki en énemli konulardan biridir. Bu boliimde, sebze
tohumlarinda bulunabilecek mikroorganizmalarin tohum bilinyesinde
teshisi ve tohumdan eleminasyonu i¢in yapilacak ¢esitli uygulamalar
vurgulanmistir.

2. TOHUMLA TASINAN BITKi FUNGAL HASTALIKLARINDA HiJ-
YEN VE TERAPI YONTEMLERI

Bitkilerde goriilen fungal hastaliklarin miicadelesinde hijyen ve
terapi konusunu hastalik kaynagina gore 1) toprak kokenli, 2) su ve
3) hava kaynakli hastalik etmenlerine karsi yapilacak uygulamalar
seklinde siniflandirmak dogru olacaktir. Ancak bitkilerde hastaliklara
sebep olan patojenler ¢ok farkl yollar ve sekillerde yayilim gostere-
bilirler. Bu patojenik organizmalar insanla, bitki materyaliyle, bocek-
lerle ve iiretimde kullanilan ¢esitli alet ve araglarla yayilim gosterebi-
lirler. Hijyen, liretimin yapildig1 yerde hastalik etmeninin bu alana
girisini engelleyen, cogalmasini baskilayan ya da tamamen 6lmesine
neden olan tiim uygulamalar1 icermektedir. Bu nedenle ticari lireti-
min yapildig1 yerlerde patojenlerin kontrolii icin uygun tedbirlerin
alinmasi ve hijyenin saglanmasi icin bir planin ¢ikarilmasi gerekmek-
tedir.

Bitkilerde hastaliklara sebep olan funguslar ¢ok farkl yollarla
liretim yapilacak alana gelebilmektedirler. Bir iretim alaninda hasta-
lik etmeninden korunmak, tretimi yapilan bitkinin direkt sagligini
etkileyecek uygulamalara hijyen denilmektedir. Hijyenle birlikte ya-
pilacak uygulamalar 6rnegin uygun dengeli giibreleme, dayanikl ya
da tolerant bitkilerin yetistirilmesi hastalik etmenleri ile miicadeleyi
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giiclendirecektir. Bazen ¢cok zor bir fungal patojenin kontrol altina
alinmasi gerekebilir. Boyle durumlarda bu fungusu kontrol altina
alabilmek icin 6zel hijyen programlarinin olusturulmasi gerekecektir.
Hastalik etmeni fungus i¢gin gerekli olan hijyen bitkinin iizerine ya-
pilmali; uygulama islemleri, uygulamanin sekli, uygulama ekipmani,
uygulama siiresi fungusun kontaminasyonunu ne kadar kontrol edi-
lebilecegini gosterecektir. Genellikle fungal patojenler icin hijyen
olusturmada en temel adim kimyasal preparatlarin kullanimidir. Bu-
nun icin de fungal kontaminasyonun seviyesi, lokasyonu ve miktari-
nin artip artmadiginin bilinmesi gerekmektedir. Eger fungusun mik-
tar1 ve artis1 konularinda bir karar verilirse hemen hijyen uygulama-
sina gecilmeli ve miktarina karar verilmelidir. Uygun yapilmayan
kimyasal uygulamalarda bitki hijyeni saglanamadigi gibi fungusun
gelisimi hizlanacaktir. Bu durum bitki materyalinde fungal hastalik
miktarinin gelisimine, bitkide hastalik etmeninden dolay1 olusan
kaybin artmasina hatta sonucta herhangi bir liriin alinamamasina
neden olabilecektir. Ticari olarak tretilen hijyen iriinleri genellikle
genis spektrumlu aktiviteye sahip antimikrobiyal tiriinler olup fun-
gusun tamamen O0lmesine ya da yok olmasina sebep olmaktadir.

Uretim yaparken fungal hastaliklardan bitkileri koruyabilmek
icin dengeli glibreleme, dayanikli ¢esitlerin kullanimi gibi ¢ok sayida
koruyucu tedbirlerle birlikte bitkilerin hastalikli dal ve yapraklarini
budama, kimyasal uygulamasi, biyolojik kontrol ve sicaklik uygula-
malar1 gibi terapi (kiiratif) tedbirleri birlikte yapilmaktadir. Uretim
yapilacak alandaki bitkilere hastalik etmeninin bulasmamasi icin 5
temel Onlemin alinmasi zorunludur. Bunlar 1) tlretimde kullanilan
viyoller, har¢/karisimlar, saksilar, kaplar, kiirekler, makaslar hastalik
etmeniyle bulasik olmamali, 2) tiretim alani, 3) sulama suyu, 4) tire-
tim materyali tohum, fide, anag, kalem, rizom ve 5) tiretimi gercekles-
tirecek Kkisilerin elleri, ¢izmeleri, ve giysilerinin hastalik etmeni ile
bulasik olmamasi gereklidir. Boylece iiretilecek materyal daha liretim
alanina gelmeden hijyen kurallar1 uygulanmahdir.

Tim bu onlemleri gerceklestirebilmek icin genellikle uygun ticari
kimyasallar kullanilmaktadir. Bu kimyasallar icin en uygunlarindan
bir tanesi, klor iceren evlerde camasir suyu olarak yaygin kullanilan
kimyasallardir. Tim turetimde kullanilan alet, ekipmanlarin sterili-
zasyonunda Kklorlu kimyasallar kullanilmakta olup rahatsiz edici kes-
kin kokusu, yiiksek konsantrasyonlarda buharlasan bu kimyasallar
gozlerde, burunda ve genizde rahatsizliklar olusturmaktadir. Hizla
oksitlenen bu reaktif klorlu bilesikler mikroorganizmalarin dokulari-
n1 kimyasal olarak yakarak éldiirmektedirler. Bu aktif kimyasallar
genellikle su ile seyreltilerek kullanilmakta olup sodyum tuzu, sod-
yum hipoklorit (NaOCl) formunda olup klorun burada anormal (+1)
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degerlikte olmasi nedeniyle kararsiz bir durum sé6zkonusu olup klo-
run hemen bulundugu ortamdan elektron(lar) alarak kararl hale (-1)
gecmesi sonucu mikroorganizmalarin yapisinin bozulmasini sagla-
maktadir. Ticari olarak satilan ¢gamasir sular1 %3.5-4.5 oraninda su
icerisinde sodyum hipoklorit icermekte olup bunun 10 defa seyrel-
tilmesi sonucunda hazirlanan %10’luk soliisyon igerisine tiim iire-
timde kullanilan alet ve ekipmanlar 30 dakika (da) bekletilmelidir.
Eger hazirlanan soliisyon icerisine birka¢ damla siv1 bulasik deterjani
ilave edilirse hava kabarciklar1 uzaklasacagi icin ylizeye temas daha
iyi olacak ve yiizeydeki tiim kir olarak kabul edilen mikroorganizma-
lar yok edilecektir. Bu nedenle tiretimde kullanilan tiim alet ve ekip-
manlarin temizlenmesi ve her seferinde hazirlanacak taze soliisyonla
dezenfekte edilmesi sarttir.

Hijyen olusturmak icin kullanilan klor iceren bilesiklere gore da-
ha az tehlikeli hidrojen peroksit (H202) kullanmilmaktadir. Hidrojen
peroksit sudaki oksijenin aciga cikmasini saglayarak mikroorganiz-
manin yapisinin bozulmasina sebep olmaktadir. Genellikle ticari H20;
preparatlar1 %35’lik olarak satilmakta olup buradan alinan kimyasal,
su ile seyreltilerek kullanilmaktadir. Bitki Koruma Laboratuvarlarin-
da hijyen icin daha ¢ok kullanilan diger kimyasallar formalin, civa
kloriir ve %70’lik etil alkoldiir. Tim bu kimyasallar camasir suyuna
gore daha pahali olup o6zellikle formalin ve civa kloriir ¢ok zehirli
kimyasallar olup kansere sebep olabilmektedir.

Uretimde kullanilan toprak ve icerdigi organik materyal fungal
hastalik etmenleri i¢cin en 6nemli kaynaktir. Burada topragin fungal
hastalik etmenlerinden arindirilmasi gerekmektedir. Ozellikle yogun
bir uiretimin yapildig1 sera topraklar1 fungal etmenlerle bulasik oldu-
gu zaman sera igerisine ¢ok miktarda yeni toprak tasinmalidir. Ancak
standart olarak boyle durumlarda kimyasal fumigantlar veya solari-
zasyon uygulamasiyla toprak sterilizasyonu yapilmaktadir. Genelde
kimyasal fumigasyonlarda metil bromid, aliminyum fosfit gibi cok
zehirli ve pahal kimyasallar kullanilmaktadir. Methyl bromid insan
saghgina toksik ve diinyamizin ozon katmanini yok ettigi icin 2010
yilindan itibaren tiim diinya ile birlikte Tiirkiye’de kullanimi yasak-
lanmistir. Bu nedenle ¢cevreye daha az zarar veren buhar ya da gilines
15181yla topragin pasterizasyonu yapilmalidir. Toprak pasterizasyo-
nunda genellikle su buharn diger kimyasal fumigantlara gore tercih
edilmektedir. Su buhari ile yapilan uygulamalarda toprakta yasayan
faydali mikroorganizmalar da yok oldugu icin secici bir yontem de-
gildir. Su buhar1 uygulamalarinda tipki su buhari piiskiirten iitiilerde
oldugu gibi gui¢lii su buhar puskiirten metal levhalar hastalikli top-
rak materyaline su buharinm puskirterek yapilmaktadir. Toprak pas-
torizasyonunda topragin en lst kismi en fazla sicakligin ytiksek oldu-
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gu kisim iken topragin derinliklerine inildik¢e su buharinin sicakligi
azalacagindan dolay1 topragin sicakligi daha az olacaktir. Burada su
buharina alternatif olarak toprak hijyeni icin secici herbisit ve fungi-
sit uygulamalar1 da yapilabilir. Ancak Akdeniz kiy:1 sahil kesiminde
seralarda yapilan uygulama daha ziyade solarizasyon uygulamasidir.
Seralar liretim donemi sonunda genellikle Haziran basinda sera top-
ragl salma sulama ile sulanarak iletkenligi artirihir. Sonra topragin
uzeri seffaf polietilen ile kapatilarak plastigin kenarlara gelen kisim-
lar1 da sicaklik kacisin1 6nlemek igin toprakla sikica kapatilir. Sera
kapilar1 ve havalandirma acikliklar1 kapatilarak sera icerisine giren
enerjice fakir uzun dalga boylu 1sinlarin kirilarak enerjice zengin
1sinlara (IR) donlismesi saglanir. Agiga c¢ikan bu enerji toprakta hapis
edilir ki topragin en list katmaninda sicaklik 80-90 °C ulasirken, 40-
50 cm derinlikte topragin sicaklig1 40-50 °C olmaktadir. Basarili sola-
rizasyon uygulamasi 60 ya da 90 glnliik olarak onerilmekte olup
toprakta bulunan tiim hastalik yapan mikroorganizmalarin yok ol-
masina sebep olurken, buradaki tiim nematod, zararli ve yabanci
otlarin oliimiine sebep olmaktadir. Ayrica solarizasyon uygulamasi
toprakta bulunan ham kaya fosfati gibi minerallerin bitki tarafindan
alimin1 da kolaylastirmaktadir. Solarizasyon uygulamasiyla topraga
hijyen kazandirilirken 6zellikle taban suyu yiiksek olan sera toprak-
larina 90 gunliik solarizasyon tavsiye edilmektedir.

Bitkisel iiretimde kullanilan sulama suyu ile fungal hastaliklar
kolayca yetistirilen bitkilere ulasmaktadir. Sulama suyu genellikle
barajlardan, sulama goletleri, sondaj kuyular1 ve depolanan yagmur
sularindan olugmaktadir. Irmaklar gibi akici olmayan bu su kaynak-
lar1 6rnegin yagmur sulari, Phythium ve Phytopthora gibi funguslarin
gelisimi icin ideal yerlerdir. Bu tiir rezerve su kaynaklar1 kullanilir-
ken 30 dakika boyunca uygulanan az miktardaki klor (1ul L) toprak
kokenli ¢okerten hastaliklarinin kontroliinu saglayacaktir.

Bitki materyalinin hijyeni buraya kadar belirtilen hiyen uygula-
malari igerisinde en hassas olan noktadir. Bitki materyali icerisinde
tohum, fide, kalem, ana¢ ve depo kokler gibi liretim materyali yer
almakta olup bunlarin hastalik etmenlerinden ari olmasi gerekmek-
tedir. Fungal hastalik etmeni bulundurmayan bitki materyallerinin
sertifikalarla belgelendirilmis olmasi gereklidir. Bitki materyalinde
kontaminasyondan kuskulaniliyorsa ylizey sterilizasyon uygulanma-
lidir. Hastalikh bitkiler 1skartaya cikartilmal ve yakilmahdir. Iskarta-
ya cikartilmis fideler kompost yapiminda kullaniliyorsa, bu hastalikh
bitkilerin giinlerce 60 °C nin lizerinde kompostta bekletilerek iceri-
sindeki fungal etmenlerin tamamen yok edilmesi saglanmalidir.

Uretim alanlarina fungal hastaliklar en ¢ok ayakkabi ve giysilerle
tasinmaktadir. Boyle durumlarda en iyi hijyen yontemi calisanlarin
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ozel cizme ve giysileri ile liretim alanlarina girmeleri gerekir. Ozellik-
le tiretim yerinin girisine konulan %10’luk ¢amasir suyu iceren lege-
ne cizmeler bandirilarak calisanlar ve ziyaretgiler tiretim alanina
alindiginda toprak kaynakl fungal hastaliklara karsi dezenfeksiyon
saglanmis olacaktir. Bitkisel liretimlerde olusabilecek fungal hastalik-
lar ve bunlarin hijyenik kontroliinii saglayan basit teknikler Cizelge
1’de siralanmustir.

Cizelge 1. Fide liretimi 6ncesi ve lretim sirasinda goriilen fungal hastalikla-
rin kontroliinde kullanilan hijyen yontemleri ve pratik uygulamalar:

Uygulamanin
ad1

Yontemi

1. Toprak/fide har¢larinin pastérizasyonu

Buhar
pastorizasyonu

Topraga uygulanan sicak buhar ile toprakta bulunan tim
hastalik yapan ve faydal fungal etmenler pastorize edi-
lir. Sicak buhar topraga 30 dakika uygulanarak tiim fun-
gal, bakteriyel ve viral etmenler yok edilir.

Solarizasyon

Sera igerisinde seffaf plastik kullanilarak yapilan uygu-
lama sonucunda topraktaki tim mikroorganizmalar yok
edilir. Taban suyu ytliksek topraklara 90 giin, normal
seralara ise 60 giinliik solarizasyon uygulamasi yeterli-
dir.

2. Bitkisel materyalin yiizey sterilizasyonu

Sicaklik
uygulamalari

Tohumlar, yumrular ve kokler 40-60 °C sicak su igeri-
sinde bekletilir. Sicaklik uygulamalar1 bitki tiiriine gore
degisebilir. Dustik sicakliklarda uzun siire, yiiksek sicak-
liklarda ise kisa siire sicaklik uygulamalar1 yapilmaldir.

Klor uygulamasi

Uretim materyali olan tohumlar, ¢elikler, as1 materyalleri
%10’luk hazirlanan ¢amasir suyu icerisinde bekletilir.

Fungusit
uygulamalari

Tohumlar, gelikler ve diger bitki organlarn fungisitler ile
kaplanarak yapilmaktadir. Tohumluk materyal genellikle
sistemik fungisitle kaplanarak dis ylizeyde ve iceride
bulunan patojenlerin yok olmasi saglanir. Son yillarda
alternatif olarak tohumlarin ylizeyleri Trichoderma har-
zianum ve Pseudomonas spp. ile kaplanarak fungal hasta-
liklar kontrol altina alinmaktadir.

3. Sulama suyunun dezenfeksiyonu

Camasir suyu
kullanimi

Bitkileri sulamak i¢in kullanilan suyun dezenfeksiyonu
icin ticari camasir sular1 kullanilir. Normalde %3.5 olan
¢amasir suyundan 10 tonluk bir su tankina yaklasik 500
ml konularak yapilir.
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Cizelge 1 (devam). Fide liretimi 6ncesi ve liretim sirasinda goriilen fungal
hastaliklarin kontroliinde kullanilan hijyen yontemleri ve pratik uygulama-
lar

Uygulamanin adi Yontemi

4. Saghikh bitki gelisimi

Saglikl bitkiler dengeli glibrelenerek ve diizenli sula-
narak elde edilirler. Bu bitkiler fungal hastaliklar ve

Bitki saghg zararlilardan daha az etkilenirler. Asir1 azotla giibre-
lenen bitkiler fungal hastaliklara daha hassastir.
Birim alana ekilen yogun tohum veya fideler giines

Bitki yogunlugu 15181 ve besin maddeleri i¢gin birbiriyle rekabet halin-

dedir. Ayrica bu bitkiler arasinda olusan yiiksek nispi
nem ve sicaklik fungal hastaliklari tesvik edecektir.

Bitki yapilarinin Araziye dikilen fidelerin piskinleserek gelismeleri
sertlesmesi fungal hastaliklardan daha az etkilenmelerini saglar.

Mimkiinse tretimde dayanikh bitki tirleri ya da
cesitleri kullanilmalhidir. Fungal hastaliklara hassas
cesitler kullanilmamalidir.

Dayanikl: tir ve
cesitler

As1 ya da daldirma gibi vejetatif iiretimlerde kullani-
Vejetatif uretim | lan bitkilerin fungal hastaliklardan ari olmasi gerekir.
materyali ve alet | Kullanilan caki, bigak ve makaslar alkol veya camasir
ekipman temizligi | suyu gibi uygun dezenfektanlar ile dezenfekte edilip

kullanilmalidir.
Calisanlarin Rutin uygulamalarda calisanlarin fungal hastaliklara
egitismi kars1 egitimden gecirilmesi ve hastalik belirtilerini

tanimasi saglanmahdir.

Sebze ve meyve tohumlarini toprak koékenli ve tohum kékenli
fungal hastaliklardan koruyabilmek daha sonraki gelisme asamala-
rinda goriilebilecek fungal enfeksiyonlar1 6nleyebilmek icin etkili
tohum uygulamalar gereklidir (Babadoost, 1992). Tohumlara yapi-
lan fiziki uygulamalardan bazilar1 (6rnegin; bitki ekstraktlari, dogal
kimyasallar, biyokontrol ajanlar1) fungal hastalik etmenlerini basari
ile kontrol edebilmektedir. Bu tiir tohum uygulamalari fungal etmen-
den ari saghkli tohum kullaniminin yerini alamasa da kabuklar1 zarar
gormus, diusuk ¢imlenme guicline sahip tohumlarin gelisimini artir-
makta, uygun olmayan sartlarda toprakta tohumlarin gelisiminin
gecikmesine yardimci olmaktadir (Mancini ve Romanazzi, 2014).
Tohumlara yapilacak fiziki uygulamalar sadece tohumun icindeki
fungal etmenin kontroliinii saglamayacak ayni zamanda tohum ytze-
yindeki fungal etmenlerin miktarinin azalmasini da saglayacaktir.
Ozellikle tohum i¢inde veya yiizeyinde bulunan fungal patojene gére
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tercih edilecek uygulamalarla tam bir dezenfeksiyon saglanabilecek-
tir. Tohum dezenfeksiyonu fungus sporlari ve ylizeyde bulunan diger
mikroorganizmalarin elemine olmasini saglarken, hastalikli toprak-
larda bulunan fungal patojenlerin bitkiye penetrasyonunu engelle-
mekte ve tohum ¢evresinde giivenli bir alanin olusmasini saglamak-
tadur.

Tohumun korunmasina yonelik tiim uygulamalar toprak ve hava
kokenli hastalik yapan, Pythium, Fusarium ve Rhizoctonia gibi etmen-
lerin olusturdugu tohum ciirtikligi, ¢ikis 6ncesi ¢okerten ve tohum
yanikhig1 gibi ¢ok cesitli iiriinlerde goriilen hastaliklardan korumak-
tadir. Bu amagla tohumlara yapilacak uygulamalar ve etkileri Cizelge
2’de verilmistir. Hijyen kimyasallar1 tohum dezenfektanlari, dezen-
faktanlar ve koruyucular olmak tlizere siniflandirilabilirler. Bu sinif-
landirmada belirleyici olan tohum tzerinde bulunan patojen orga-
nizmanin yeridir. Tohum dezenfektanlari tohum ytlizeyinde bulunan
sporlari inaktive ederler. Dezenfektanlar tohumun kabugundan daha
derinde olan patojenleri yok ederler. Koruyucu kimyasallar ise to-
humu bulundugu yerde ya da topraktan saldiran patojenlere karsi
korumaktadirlar.

Tohumlara yapilan etkili uygulamalar tohum kaynakl hastalik
etmenlerinin miktarinin azalmasina ya da tamamen eradike olmasini
saglayacaktir. Bu uygulamalar ayni zamanda tohumlarin hasadi esna-
sinda olusabilecek kantitatif ve Kkalite ile ilgili problemlerin 6niine
gecilmesinde, toprak kaynakli hastaliklarin 6nlenmesinde ve tohumla
yayilan fungal patojenlerin kontrolii i¢in vazgecilmezdir. Fungisitlerle
yapilacak klasik tohum uygulamalar1 yaninda alternatif ¢evre dostu
tohum uygulamalar1 hastalik etmenleriyle miicadeleyi artiracaktir.
Gluniimiizde gegmisten beri kullanilan sicak su ile birlikte biyolojik
kontrol ajani uygulamalar1 tohum Kkaynakli fungal hastaliklarinda
basariy1 artirmaktadir. Clinkii dogal trtinler olan bu kimyasallar sa-
hip olduklar1 antimikrobiyal 6zellikleriyle tohum {izerinde fungal
inokulum kaynaginin azalmasina, tohumun daha gii¢lii cimlenmesine
ve entegre miicadele yontemlerinin daha uygun bir sekilde kullanil-
masini saglamaktadir.

Tohumlara yapilan fungisit uygulamalari ya da alternatif kimya-
sallar bitki koruma ag¢isindan hijyeni saglayan iyi uygulamalar olup
toprak kokenli patojenlere karsi dezenfeksiyonu saglamaktadir. Bu
uygulamalarin basarisi tohum tzerindeki patojenin bulundugu yere
bagh olarak degismekle birlikte tiim tohum uygulamalari trtn tlize-
rinde kaliteyi artirarak daha fazla turiin elde edilmesine olanak ver-
mektedir.
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Cizelge 2. Fide liretimde kullanilan tohumlara yapilan uygulamalar ve bu
uygulamalarin fungal hastalik etmenlerine olan etkileri

Uygulamanin adi

Yontemi

1. Fungisit uygulamalari

Kiikiirt, bakir ve civa
iceren inorganik fugi-
sitler

Tohumlarin tlizerini kaplamak suretiyle kullanilan
bu inorganik fungisitler, ¢cevreye olan olumsuz
etkileriyle bilinmektedirler. Bu yuzden civa gibi
agir metal iceren fungisitlerin kullanimi giiniimiiz-
de yasaklanmustir.

Sistemik fungisitler

Sistemik fungisitler iirlinlere, hayvanlara ve cevre-
ye daha az zarar vermekte olup, toprakta mikroor-
ganizmalar tarafindan pargalanarak ayristirilmak-
tadirlar. Dolayisiyla toprakta birikme sorunu olma-
yan genis spektrumlu kimyasallardir.

2. Fiziksel uygulamalar

Sicak su, sicak hava ve
elektron uygulamalari

Termoterapi olarak bilinen bu yéntemde tiim pato-
jenler bitki materyali lizerinde yok edilmektedir.
Bu amagla fiziksel uygulamalari gergeklestirebil-
mek icin tahil ve sebze tohumlarinda uygulama
ekipmanlarinin gelistirilmesine ¢alisilmaktadir.

3. Biyopestisit uygulamalari

Bitki ekstraktlari ve
dogal iirlinler

Bitkilerden elde edilen antimikrobiyal oOzellige
sahip maddeler bu amacgla kullanilmaktadir. En
yaygin olarak funguslara karsi kekik, biberiye, na-
ne, karanfil, sarimsak eterik yaglar1 bitki patojeni
funguslara karsi kullanilmaktadir. Ayrica chitosan
gibi pek ¢ok biyopolimer kullanilabilir

Biyokontrol
ajanlarinin kullanimi

Bitki patojeni funguslara karsi biyolojik kontrol
saglayan mikroorganizmalardir. Bir veya daha fazla
mikroorganizmayla birlikte kullanilmakta olup
tamamen ¢evre dostu ajanlardir. Suni olarak ¢ogal-
tilarak tohumlara uygulanan Trichoderma spp.
Pythitum, Phytopthora, Rhizoctonia ve Fusarium
toprak kokenli patojenlere kars1 korumaktadir.

2.1. SEBZE TOHUMLARINDAN FUNGUS TESPITI VE TANISI

Sebze tohumlarinda fungal hastalik etmenlerinin belirlenmesi

ayr1 bir 6neme sahiptir. Genellikle enfekteli tohumlar herhangi bir
belirti gostermedigi i¢in temiz olarak kabul edilmekte ve cok uzak
mesafelere gotiiriilerek satilabilmektedirler. Bu durumda olusabile-
cek uriun kayiplarindan, gereksiz fungisit uygulamalarindan kurtul-
mak, ilaclama maliyetlerini diistirmek, cevreye serpilen toksik mad-
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deleri 6nlemek ancak tohum tlizerindeki fungal hastaliklarin tespiti ile
mumkiindir. Tohumla tasinan fungal patojenler tohum tizerinde ¢ok
ciddi sorunlara sebep olmakta, tohumun uzun sure canliligi, yeni
tretim alanlarinda yetistirilmesi, bu alanlardaki yayginligini sinirla-
maktadir. Boyle durumlarda tohumlardan fungal patojenlerin elemi-
ne edilmesi en uygun miicadele yontemi olarak karsimiza ¢ikmakta-
dir. Beraberinde tohumlardaki hastalik etmenlerinin tespitini sagla-
yan testler yapmak, hastalikli tohumlar1 ekmeden 6nce temizlemek
ya da kontamine tohumlar ¢iftci ve lreticilerin kullanimina sunma-
mak tohum kaynakli fungal etmenlerle miicadele basarisini artira-
caktir. Giinlimtizde kiiresel olarak yapilan tohum ticaretinde tohum
kaynakli patojenlerin yayilmasinin 6nlenmesi ana hedef olarak gos-
terilmektedir. Bu amaca ulasabilmek ancak tohum kaynakli patojen-
lerin kesin olarak tespiti ve tohum saghgini destekleyici stratejilerin
uygulanmasindan gecmektedir. Secilen yontemler giivenilir, hizli,
ucuz maliyetli, tekrarlanabilir ve hassas sonuclar verebilmelidir.

Tohumla tasinan fungal hastaliklarin belirlenmesinde bekletme
(inkiibasyon) ve yetistirme (gelistirme) metotlar klasik olarak kulla-
nilan tekniklerdir. Nitekim bu uygulamalar basit, zaman gerektiren,
tohumdaki diistiik enfeksiyonlar1 ortaya koyabilen, kendine 6zgii uz-
manlik gerektiren teknikler olsa bile son yillarda niikleik asit temelli
yeni analiz teknikleri tohumlar tizerindeki fungal hastaliklarin belir-
lenmesinde kullanilmaktadir. Bu DNA temelli teknikler hassas ve
fungus tiiriine spesifik teknikler olup en yaygin olarak klasik polime-
raz zincir reaksiyon (Polymerase chain reaction: PCR) teknigi kulla-
nilmaktadir. PCR temelli metotlar diisiik miktarda fungus ile konta-
mine tohumlarin, ¢ok sayida farkli fungus tiirlerinin, hizl, giivenilebi-
lir ve tekrarlanabilir sekilde tohumlardan belirlenmesini saglamak-
tadir. Dogru ve hizli olarak fungal patojenlerin tespiti ve sonrasinda
uygulanacak hijyen ve terapi ile tohumlar tizerindeki fungal etmenler
kontrol edilebilmektedir. Fungal hastalik etmenlerinin tohumlarda
tanilanmasinda klasik, serolojik ve molekiiler yontemler yaygin kul-
lanilmaktadir. Bu yontemler asagida siralanmistir.

1- Gorsel testlemeler: Bazi fungal patojenler tohumlar iizerinde ¢iplak
gozle ya da diistik biiytitmelerde gortilebilen belirtiler olusturmaktadir-
lar (Chen ve ark., 2007). Tohum tizerindeki belirti kesin bir fungus tiirti-
ne 0zgi olabilmektedir; tohumla tasinan fungal patojenler tohum ¢iriik-
liikklerine, nekrozlara, buiztilmelere, ¢catlamalara ve renk degisikliklerine
sebep olmaktadir. Bu fungus tiirleri 6rnegin soya tohumlarinda renk
degisikliklerine (Phomopsis spp), kirisikliklara (Cercospora sp) ve catla-
malara (Fusarium spp) sebep oldugu i¢in ¢ogunlukla ¢iplak gozle gorsel
olarak tanimlanirlar. Bu tohumlar tizerindeki fungus yapilar1 ayrica ste-
reo mikroskop altinda incelenerek tanimlamalar1 yapilmaktadir. Mik-
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roskopta tohum ytizeyinde bulunan siirme, rastik, mildiyo, kiilleme, ve
pas fungal etmenleri kolayca tanimlanmaktadir. Tohum ytizeyinde fun-
gusun Kkis1 gecirme yapilarinin bulunmasi, eseyli tireme yapilarinin var-
1g1; 6rnegin; soya tohumlarinda Peronospora manshurica’nin oosporla-
rinin kabuk yapilari, biber tohumlarinda Colletotrichum dematium’un
acervuli ve mikrosklerot yapilari, kereviz tohumlarindaki Septoria
apii'nin olusturdugu piknidia yapilar ile funguslar mikroskopta tanim-
lanabilmektedir. Ancak ¢ogu zaman tohumlardaki fungal enfeksiyonlar
gozle goriilebilen makroskobik belirtiler olusturmamaktadir. Tohum
yikama tekniklerinin gorsel testlemelerle birlestirilmesi sonucunda to-
hum ytlizeyinde bulunan mikrosporlar, miseller ve diger fungal yapilar
belirlenebilmektedir (Cizelge 3).

Cizelge 3. Mikroskop yardimiyla tohum tizerindeki funguslarin belirlenmesi

Yontemin adi Uygulamanin kullanimi
Tohum yikamasi testinde 50 tohum, icerisinde 10 ml
Yikanan steril distile su bulunan tiip icerisine konur. Bir_lga(; dam-
tohumlarin la s1v1 deterjan ya da %95 etil alkol ilave edilir. Ornekleri
incelenmesi iceren tiipler yavasca karistiricida 10 dk g¢alkalanir. Sts-
pansiyon 1000 rpm de 10 dk santrifiij edilir. Pelet 2 ml
steril su igerisinde ¢6ziilerek mikroskopta incelenir.
Tohumun Bu yontemde tohumlar %0.2-0.3 lik NaOH igerisinde
sodyum 25-30 °C sicaklikta 24 saat bekletilir. Ertesi giin 6rnekler
hidroksit cesme suyu ile iyice yikanip kurutma kagidinda fazla
(NaOH) iginde | suyu alinir. Tohum yiizeyindeki renk degisimleri mik-
1slatilmasi roskopta incelenir.
Enfekteli 100-120 g tohum %5 NaOH ve %0.02 trypan
blue iceren suda 24 saat bekletilir. Tohum kabugundan
Biitiin ayrilan embriyolar 1 mm meshlik siizgecte toplanir, 1lik
embriyonun su ile yikanir. Embriyolar icerisinde 1 hacim (v) su: 1 v
sayilmasi glycerol soliisyonuna birakilir. Buradan alinan embriyo-
lar, icerisinde 50 ml laktik asit bulunan behere konula-
rak 5 dk kaynatilir ve taze glycerol igerisine konur. Emb-
riyolar anilin-blue ile boyanarak mikroskopta incelenir.

Bunun icin distile steril su igerisine tohum yiizeyindeki tiim fun-
gal yapilar toplanmakta, olusan siispansiyon santrifiijden gecirilerek
elde edilen tortu lamin tizerine konularak mikroskopta incelenmek-
tedir. Gerektiginde bu tortu hemositometre tizerine konularak tohum
ylizeyinde bulunan fungal spor konsantrasyonu belirlenebilmektedir
(Agarwal ve ark., 2006).
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2- Inkiibasyon metotlar:: Tohumla tasinan fungal patojenlerin be-
lirlenmesinde en yaygin kullanilan yontemlerden birisi olup tohum
yluzeyinde funguslarin %1 den fazlasi tasinmaktadir. Bu nedenle to-
humlar uygun besi ortami ya da besi ortami emdirilmis filtre kagitlari
iceren petrilere yerlestirildiklerinde funguslar burada gelismekte ve
sporlar iiretmektedir. Bu yontemle tohum tizerinde hastalik yapabi-
len sporlarin miktar1 da tam olarak ortaya konulabilmektedir. Fungal
gelisme ve sporulasyon hazirlanan spesifik veya secici besi ortamlari,
petrilerin yerlestirildigi ortamin sicaklig), farkli gece ve giindiz ay-
dinlatmalarina bagh olarak 2 ile 10 giin arasinda gerceklesmektedir.
Standart tohum testlemelerinde 400 tohum kullanilmaktadir. Ancak
bu testlenecek rakam tohum miktarina gére degisebilmektedir (Rao
ve ark., 2006). Genellikle saprofitik funguslar tohum yilizeyinde mev-
cut olup bu mikroorganizmalar besi ortami tizerinde gelisebilmekte-
dir. Bu saprofitik mikroorganizmalar1 elimine etmek icin tohum yii-
zey dezenfeksiyonu gerekmektedir. Dezenfekte edilen tohumlar ge-
nellikle agar ortamina konularak inkiibe edilmekte olup ¢ogunlukla
secici olmayan patates dekstroz agar (PDA) ve malt ekstrakt agar
kullanilmaktadir. Fakat bazen funguslar bu agar ortamlarinda spor
tiretmemektedir. Boyle durumlarda fungal sporulasyonu tesvik icin
daha az besin iceren su agar veya cornmeal agar besi ortamlar1 kulla-
nilmaktadir (Afouda ve ark., 2009). Asidik agarlar, secici ve yari secici
ortamlar bakteriyel ve saprofitik funguslarin gelisimini 6nlemektedir.
Bu tiir segici ortamlarin hazirlanmasinda ortama antibiyotikler érne-
gin streptomisin sulfat, penisilin, fungisitler 6rnegin benomyl veya
baska kimyasallar 6rnegin bromophenol blue ilave edilmektedir. Bu
ozel ortamda sadece istenen fungus gelisecegi icin secici ortamlar
fungus tirunin net olarak belirlenmesini sagladigi icin ilave tanila-
maya gerek bulunmamaktadir. Besi ortamlarinda inkiibasyon siiresi
sonunda gelisen funguslar stereo mikroskop altinda fungus kolonile-
ri, makroskopik ve mikroskopik karakterlerine, spor yapilarina baki-
larak tanimlanmaktadirlar (Ora ve ark., 2011).

3- Serolojik testler: immulojik testler olarak bilinen bu testlerde
tohumla tasinan funguslara karsi tiretilen poliklonal ya da monoklo-
nal antibodiler kullanilmaktadir. Ozel olarak iiretilen bu antijenler
fungusun enzimatik olarak tlirettigi maddelere baglanarak flourescent
reaksiyonlar ortaya koymaktadir. Tohumla tasinan Aspergillus, Peni-
cillium ve Fusarium funguslar1 mikotoksin lireten fungal patojenler-
dir. Bu fungal patojenlerin teshisinde enyzme-linked immunosorbent
assays (ELISA) testleri yaygin olarak kullanilmaktadir. ELISA testleri
kullanim1 daha ¢ok tohumlarda bulunan fitopatojenik viriis ve bakte-
rilerin tanisinda yaygindir.
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4- PCR temelli fungal testler: PCR temelli testlerin ¢ok sayida fay-
das1 bulunmaktadir. Bu molekiiler test yontemi hizli, spesifik, hassas
sonuclar vermekte olup bu sonuclarin fungal hastalik etmenleri i¢in
yorumlari nettir. Tohum tizerinde tasinan fungal etmenlere karsi ¢cok
saylida PCR tabanl testler gelistirilmistir. Glinuimiizde bu testler sa-
yesinde mercimek tohumlarindaki Ascochyta lentis, havu¢ tohumla-
rindaki Alternari radicina, Lahanagil bitki tohumlarindaki Alternaria
brassicae, kanola tohumlarindaki Leptosphaeria maculans fungal et-
menlerinin diinyadaki durumlari kolayca takip edilmektedir (Chen ve
ark., 2010). PCR temelli metotlar ayrica hizli, net sonuglar trettirir-
ken, birbirine ¢ok yakin ayrilamayan alttiirlerin teshisini saglamak-
tadir. Halbuki alisilagelmis yontemlerle domates tohumlarindaki
hastalik yapan Fusarium oxysporum fsp. lycopersici izolatlari ile pato-
jenik olmayan Fusarium oxysporum izolatlar1 dahi ayrilamamaktadir
(Baayen, 2000). Her ne kadar PCR testlerinin ¢ok sayida avantaji olsa
da tohum tuizerinde ¢ok az miktarda fungal kontaminasyon varsa so-
nuclar negatif cikabilmektedir. Bu teknigin en biiyiik handikab1 to-
hum {reticileri ve tohum ticareti yapan firmalar i¢cin tohum tlizerinde
ne miktarda bulasikligin oldugunu ortaya koyamayisidir.

5- Bio-PCR: Genellikle sebze tohumlar: funguslarla ¢cok az miktarda
bulasik oldugunda istenen sonuclar elde edilememektedir. Bu prob-
lemin tistesinden gelebilmek icin tohumlardan elde edilen fungusun
biyolojik kiitlesi 6nce bekletilerek gelismesi saglanmakta sonra DNA
izolasyonu yapilarak PCR ile test edilmektedir (Schaad ve ark., 1995).
Bu yontemde Ozellikle bakteri ve funguslar once izole edilerek 2-3
glin uygun besi ortaminda gelistirilmektedir. Biyolojik olarak ¢ogalti-
lan bu mikroorganizmalardan DNA’lar izole edilerek PCR da analizle-
ri yapilmaktadir. Cok sayida fungal hastalik etmeni sebze tohumla-
rindan izole edilerek siv1 besi ortaminda gelistirildikten sonra BIO-
PCR ile analiz edilmistir (Munkvold, 2009). BIO-PCR yoénteminde
cogaltilan canl fungus hiicreleri kullanildigl icin hassashk artirilmis
olup PCR reaksiyonlarindaki inhibitorler ortadan kaldirilmistir. Bu
yontemle 6lmis ya da saprofitik funguslar tohum iizerinden alinirken
elemine edildigi icin izole edilen fitopatojenik fungus segici besi or-
taminda cogaltilmakta ve PCR analizi yapilmaktadir. Cok hassas olan
bu yontemin tek dezavantaji fungusun gelistirildigi secici besi orta-
minin daha pahali olmasidir.

6- Nested PCR: Sebze tohumlarinda diisiik kontaminasyonun oldugu
durumlarda kullanilan bir diger analiz Nested PCR yontemidir. Bu
yontemde once hassaslik ve sonrasinda ozellesme arttirilir. Bunun
icin klasik PCR ile az miktarda olan spesifik DNA parc¢as1 ¢ogaltilir;
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ornegin fasulye tohumlarinda az miktarda bulunan antraknoz fungal
etmeni Colletotrichum lindemuthianum'un DNA’s1 ¢ogaltilir, sonra-
sinda ¢ogaltilan bu DNA’lar kullanilarak patojen fungusun hedeflenen
DNA pargasi PCR ile tiretilmektedir (Chen ve ark., 2007). Funguslarin
tanilanmasinda en hassas yontemlerden birisi olup daha fazla ¢aba
ve maliyete ihtiyag vardir.

7- Real-Time PCR: Bu Real-Time PCR yontemde kullanilan spesifik
fluorescent boyar maddenin optik bir géz sayesinde okunmasiyla
gercek zamanli analizler yapilmaktadir. Olusan kimyasal reaksiyonla-
rin kinetik analizleri hedef DNA miktarlarim1 kantitatif deger olarak
sunmaktadir. Bu kantitatif degerler sebze tohumlarinin ne miktarda
ve oranda bulasik oldugunu agikca gostermektedir. Bu Real-Time
PCR teknigi kisa zamanda, hassas ve tekrarlanabilir sonuclarin iire-
timini sagladigl icin giinlimuzde en glivenilir molekiiler yontem ola-
rak kabul edilmektedir (Chilvers ve ark., 2007). Ornegin 1spanak to-
humlarini enfekte eden Verticillium dahliae, lahana tohumlarini en-
fekte eden Alternaria brassicae, sogan tohumlarindaki Botrytis spp
fungal patojenleri Real-Time PCR ile tespit edilerek sebze tohumla-
rindaki enfeksiyon miktarlar1 kantifike edilmistir (Duressa ve ark.,
2012; Chilvers ve ark., 2007).

8- Manyetik captured hibridizasyon (MCH)-PCR: Bu yontemde
DNA izolasyonunda ekstra bir saflastirma yapilmakta olusturulan tek
sarmal DNA prob (manyetik elementle isaretlenmis) ile hibridize
edildikten sonra PCR amplifikasyonu ile hedeflenen DNA cogaltil-
maktadir (Reeves, 1998). Bu yontem o6zellikle PCR amplifikasyonla-
rin1 engelleyen kimyasallar1 iireten ornegin sogan tohumlarinda
Botrytis aclada gibi fungal patojenlerin tespitinde basari ile kullanil-
maktadir (Walcott ve ark., 2004). Boylece MCH-PCR teknigiyle hedef-
lenen fungusun tespiti 10 ile 100 kat artirilmis olmaktadir.

9- Loop-mediated isothermal amplification (LAMP): Bu yeni y6n-
tem nitkleik asit amplifikasyon temelli olup bliytik miktarda spesifik
DNA’'nin kisa stire igerisinde tretimine olanak saglamaktadir (Manci-
ni ve ark., 2016). Bu teknik Notomi ve ark (2000) tarafindan gelisti-
rilmis olup dusiik maliyeti ve hizli sonu¢ vermesi nedeniyle gelecekte
PCR metoduna alternatif olarak goriilmektedir. LAMP ydnteminde
ayrica termal blok cihazina gereksinim olmayip bir ciftten 6 cifte ka-
dar oligoniikleotit primerlerine ihtiya¢ vardir. Bu primerler DNA
polymerazla genis bir alanda bulunan spesifik hedef gene yapisarak
hibridize olmaktadirlar. LAMP irtinleri jel elektroforez sisteminde
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goruntulenebilecegi gibi Real-time yogunluk ol¢iimleme cihazinda
ortama ilave edilen boyalar (6rnegin; SYBR green) ile fitopatojenik
fungusun varligi olusan renk degisimiyle belirlenebilmektedir.

10- Yeni nesil dizileme (Next generation sequencing: NGS): Yeni
nesil dizileme teknolojisi ¢ok kisa siirede tohum ftizerinde bulunan
hastalik etmenini hem tanilamakta hem de karakterize edebilmekte-
dir. Bu NGS teknolojisiyle hastalik etmeninin tiim genom yapisi orta-
ya c¢ikarildigi i¢in giivenilir olarak tohumu enfekte eden fungal pato-
jenler ortaya konmaktadir (Nicolaisen ve ark., 2014). Yeni nesil dizi-
leme teknolojisiyle klonlama ve PCR asamalari en yiiksek diizeyde ve
DNA amplifikasyonlari en verimli sekilde otomatik olarak gercekles-
tirilmektedir. Glinlimuzde farkh firmalarin tirettigi NGS sistemlerinde
80-120 Mb sekans 200-300 bp okumalar ile 4 saatte, 3-4 Gb sekans
25-35 bp uzunlugundaki okumalar ile 5 giin icerisinde tamamlana-
bilmektedir (Barba ve ark., 2014; Kumar ve ark., 2020).

Gilintimiizde tohum saghgi uluslararasi tohum ticaretinde karan-
tinaya tabi 6nemli bir konu olup tohuma zarar verecek fungal pato-
jenlerin liretim materyalinde bulunmamasi istenmektedir. Bu neden-
le tohumla tasinan mikroorganizmalarin spesifik tespiti ve bunlari
saglayan hassas, basit, hizli, diisiik maliyetli ve tekrarlanabilir yon-
temler gelistirilmesi giinden giine daha 6nemli hale gelmektedir.
Boylece tohum kaynakli fungal patojenlerin olusturdugu zararin
ontline gecilebilecek, tohumu tasinma araci olarak kullanan fungal
patojenlerin yeni iiretim alanlarina girmesi ve buralarda yayilmasi
onlenebilecek, tohum kaynakh fungal hastaliklarin olusturmus oldu-
gu yikici epidemilerin 6niine gegilebilecektir.

3. TOHUMLA TASINAN BITKi BAKTERI HASTALIKLARINDA HiJ-
YEN VE TERAPI YONTEMLERI

Tohum karmasik bir yapiya sahip olmasinin yani sira, patojen ve
saprofit nitelikte olan mikroorganizmalar ile birarada bulunabilmek-
tedir. Tohum uygulamalari, tohum ve toprak kokenli mikroorganiz-
malarin zararini onlemek veya azaltmak icin kullanilan yontemler-
dir. Tohumla tasinan 6nemli bakteriyel etmenler ve tohumda yasam
sureleri Cizelge 4’te siralanmigtir.
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Cizelge 4. Tohumla tasinan 6nemli bakteriyel etmenler

Tohumda
Bakteri tiiri Sebze tiirii yasam
siiresi (y1l)
Acidovorax citrulli Kabakgiller 30
Clavibact ichi s subsp.
fzw' acter rr'nc iganensis subsp Domates 30
michiganensis
Curtobacteri I .
urtobac ef”lumﬂaccumfaaens pv. Fasulye 8.24
flaccumfaciens
Pectobacterium caratovorum subsp.
4 vorum subsp Bir¢ok sebze 19
caratovorum
Pseudomonas cichorii Marul 20
Pseudomonas corrugata Domates -
Pseudomonas syringae pv. apii Maydanoz, Kereviz 1
Pseudomonas syringae pv. lachrymans | Hiyar 1
Pseudomonas syringae pv. maculicola Lahana, Karnabahar 3
Pseudomonas syringae pv. glycinea Soya fasulyesi 2
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola | Fasulye 2-3
Pseudomonas syringae pv. pisi Bezelye 3
Pseudomonas syringae pv. syringae Bir¢ok sebze 1-10
Pseudomonas syringae pv. tomato Domates 20
Ralstonia solanacearum Domates, Biber
Xanthomonas campestris pv. campestris | Lahana 3
Xanthomonas campestris pv. cucurbi-
pestris py. cucurol Kabakgiller 8
tae
Xanthomonas campestris pv. glycines Soya fasulyesi 10
. . Fasulye,
Xanthomonas campestris pv. phaseoli , 15
Soya fasulyesi
Xanthomonas campestris pv. raphani Lahanagiller -
Xanthomonas euvesicatoria Domates, Biber 10
Xanthomonas campestris pv. vitians Marul 15
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3.1. Mekanik Yontemler

Tohum partilerinde toprak parcaciklari, bitki artiklar: ve cesitli
hastaliklara neden olan mikroorganizmalar bulunabilir. Bu yontem,
tohum partilerinde patojenlerin enfeksiyonlari nedeni ile rengi, sekli
ve gorinimui degismis, zarar gormiis tohumlarin mekanik olarak
ayrilmasi esasina dayanir. Bu nedenle tohumlarin hastalikli olmamasi
icin ¢ok iyi temizlenmesi gerekmektedir. Ornegin; solgun, kalitesi
dustik, hafif ve bakteri ile bulasik (Xanthomonas campestris pv. pha-
seoli) fasiilye tohumlar1 suda bekletildiginde bu tiir hastalikli tohum-
lar su yliziinde kaldigindan elle temizlenebilir. Bu yontem 6zellikle
baklagiller tohumunda yogun bulunan hastaliklarin uzaklastirilma-
sinda kullanilabilir. Ayrica, sebze tohumu ekstraksiyonu ile bulasik
meyve eti kisimlarinin ayiklanmasi tohum kaynakli bakteri miktarini
azaltmaktadir. Bu uygulama ile domates tohumlarinda Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis enfeksiyonlar1 oldukca azaltila-
bilmektedir (Thyr ve ark., 1973).

3.2. Biyolojik Miicadele

Biyolojik miicadele, aktif ya da dormant durumdaki bir patojenin
hastalik olusturma yeteneginin veya miktarinin bir veya birden ¢ok or-
ganizma ile azaltilmasidir. Tohumda bulunan bakterilerle miicadelede
kullanilan bir yontem doga dostu faydali mikroorganizmalar kullanarak
tohumdaki bakterileri azaltmak ya da tamamen 6ldiirmektir. Bu amagla
1990’ yillardan giiniimtize kadar bir¢ok ¢alisma yapilmis ve bu canlilar
tohumlara uygulanarak etkinlikleri belirlenmistir. Ancak, etkili bulunan
bu canlilarin piyasaya siirtilmesi siireci olduk¢a zahmetli ve uzun zaman
gerektiren arastirmalardir (Cook, 1993).

Cesitli bakteri, fungus ve maya tiirleri bakteriyel hastaliklari
azaltmak icin tohumlara uygulanmstir. Ozellikle Bacillus, Penicillium,
Enterobacter, Pseudomonas, Serratia, Streptomyces, Chaetomium ve
Trichoderma cinsleri igerisindeki bircok mikroorganizma tohumlara
uygulanmistir (Agarwall ve Sinclair, 1987; Gordon-Lennox ve ark.,,
1987; Harman ve Nelson, 1994; Raupach ve Kloepper, 1998; Horuz
ve Aysan, 2018; Horuz, 2021). 1999 yilinda piyasada tohum uygula-
masi olarak patent almis tUrtlnlerin %84l bakteriler ve %16’s1 fun-
guslardir. Bu trtlinlerde daha ¢ok Pseudomonas, Bacillus ve Entero-
bacter cinsi bakteriler ve Phomopsis, Ectomycorrhizae, Trichoderma,
Cladosporium ve Gliocladium cinsi funguslar ruhsat almistir. Bu cins-
lerin yani sira, hedef hastaliga karsi sorumlu patojenin mutanti yani
patojen olmayan izolati elde edilerek tohumlara uygulanmis ve ol-
dukca basarili sonuglar elde edilmistir (Johnson ve ark.,, 2011). Gu-
nimiizde diinyada kullanima sunulmus biyopestisitlerden bazilari
Cizelge 5’te verilmistir.
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Cizelge 5. Diinyada kullanilan baz1 biyopestisitler

Ticari ad1 icerdigi faydali | Kullamldig Kullanildig:
mikroorganiz- |hastalik(lar) uriinler
ma
Serenade® Bacillus subtilis | Kiilleme, pas, bakteri- |Sebzeler
Garden Disease |QST 713 yel leke, Streptomyces
Control Con- scabies
centrate
Serenade® ASO | Bacillus subtilis | Kiilleme, eksi ciiriikliik, |Sebzeler
QST 713 mildiyo, yaprak lekeleri,
bakteriyel leke
Sonata® Bacillus pumilus |Kiilleme, pas, bakte- |Fidelikler, sera
QST 2808 riyel leke bitkileri ve
tarlada yetis-
tirilen sebzeler
AgriphageTM | Xanthomonas Domates ve biberde | Domates ve
spp. ve Pseudo- |bakteriyel leke ve be-  |biber
monas syringae | nek hastaliklari
pv. toma-
to'nun  bakte-
riyofaji
Quantum Bacillus subtilis | Rhizoctonia solani Fidelikler, sera
4000TM Fusarium spp. bitkileri
Alternaria spp.
Aspergillus spp.
Concord Pseudomonas Mantar bakteriyel leke |Kultir = man-
fluorescens tarl
Mycostop Streptomyces Fusarium spp. Fidelikler, sera
griseoviridis Rhizoctonia spp. bitkileri ve
Alter.naria spp. tarlada  yetis-
Pythium spp. tirilen sebzeler
Rhizo-Plus Bacillus subtilis | Rhizoctonia solani, Fu- | Fidelikler, sera
FZB24 sarium spp. Alternaria |pitkileri ve
spp. Sclerotinia spp. tarlada  yetis-
tirilen sebzeler
Rhapsody® Bacillus subtilis | Fungal ve bakteriyel Fidelikler ve
QST 708 hastaliklar; Antraknoz, |sebzeler

kahverengi leke
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Ticari ad1 icerdigi faydah Kullanildigi Kullanmildigi
mikroorganizma | hastalik(lar) iiriinler
Actinovate® AG | Streptomyces Pythium spp. Sera,
lydicus WYEC 108 | Rhizoctonia spp. fidelikler ve
Phytophthora spp | pek ¢cok
Fusarium spp. kultir bitkisi
Verticillium spp.
Botrytis spp.
Sclerotinia spp.
Monilinia spp.
Alternaria spp.
Plant Shield® Trichoderma Fusarium spp., Pek c¢ok kiil-
harzianum Rifai Pythium spp. ve tiir bitkisi
KRL-AG2 Rhizoctonia spp.

Kullanilan bu mikroorganizmalar antagonizm, antibiosis, yeter-
siz besin, yer vb. durumlarda rekabet etme, parazitleme gibi cesitli
mekanizmalarla tohumu ve tohumdan gelisen fideyi hastaliklardan
korumaktadir (Mukhopadhyay, 1994). Kullanilan biyopestisitler ge-
nellikle tek bir etki mekanizmasina sahiptir, bu nedenle birden fazla
biyopreparatin kullanimi hastalikla miicadelede basari1 sansini art-
tirmaktadir.

Bitkide biiytimeyi tesvik edici kok bakterileri olarak bilinen fay-
dali mikroorganizmalar bitkide biiyiimeyi tesvik etme, kok gelisimini
arttirma, topragi 1slah etme, bitkide stresi azaltma ve biyolojik glibre
ozelligi ile olumlu yonde etkilerde bulunurlar. Bu bakteriler, toprak
kokenli hastaliklarla miicadelede patojeni iirettigi antibiyotiklerle
direk oldirme, patojenlerle yer ve besin rekabetine girme ve bitkide
sistemik dayaniklihigi tesvik etme gibi mekanizmalar1 kullanirlar
(Horuz ve Aysan, 2018).

Tohumlara uygulanan biyolojik canhlar fungisitlerden farkhidir,
bu nedenle bu canlhilarin topraktaki etkinligini arttirici sistemler kul-
lanilmalidir. Biyolojik miicadele elemanlarinin etkinligini arttirmak
icin baz1 genetik uygulamalar yapilabilir. Bakterilerde genetik uygu-
lamalar yoluyla fenotipik ve genotipik degisikliklerle biyolojik miica-
delenin etkinligini arttirmak miimkiindiir. Ornegin; bakira dayanikli-
181 kodlayan plazmidler biyolojik miicadele elemanina aktarildiginda
ayni anda hem biyopestisit hem de bakirin uygulanmasina olanak
saglar. Bir biyolojik miicadele eleman1 diisiik maliyetli, kolay uygula-
nabilir ve uzun silire depolanabilir 6zellikte olmalidir. Bu biyolojik
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trtinler oda kosullarinda bir yildan fazla kalabilmeli ve pek cok kiil-
tiir bitkisinde kullanilabilmelidir (Harman, 1991).

Biyolojik mikroorganizmalarin yanisira son yillarda tohum kay-
nakli bakteriyel hastaliklarin miicadelesinde bitki ekstraktlari, bitki
ucucu yaglar: ve organik asitler de ¢okca kullanilmaya baslanmistir
(Van Der Wolf ve ark., 2008; Chung ve ark., 2022). Bunlarin icerisinde
farkli kekik tiirleri, 6kaliptus, lavanta, tarcin, sarimsak, zencefil gibi
cesitli bitkilerin ekstrakt ve ucucu yaglar1 pek cok bakteriyel hastali-
gin tohumdan uzaklastirilmasinda oldukga basarili sonuglar vermis-
tir (Dadasoglu ve ark., 2016; Karabiiyiik ve Aysan, 2019).

3.3. Fiziksel Miicadele

Tohum ya da diger tretim materyallerinde bulunan patojenleri
uzaklastirmak icin kullanilan termoterapi olarak da bilinen fiziksel
miicadele g¢esitli sicaklik uygulamalarina dayali bir yontemdir. Bu
yontem kimyasal ilaglar ¢ikmadan once kullanilmaya baslanmistir
(Hermansen ve Jorgensen, 1983). Diisiik neme sahip tohumlarda bu
yontem daha etkili kullanilabilirken, nem orani yiiksek tohumlarda
cok diisiik sicaklik uygulamalar1 bile tohumun vigorunu olumsuz
etkileyebilmektedir. Sicaklik uygulamasi patojende protein, yag,
hormon, stok materyal tiiketimi ve oksidasyon tizerine olumsuz etki-
de bulunmaktadir. Tohumun nem igerigi, dormansi durumu, tohu-
mun yasl, vigoru ve tohumun fiziksel 6zelliklerinin yanisira, patoje-
nin tiird, tohumdaki miktar1 ve cevre kosullan fiziksel miicadelenin
pratikte uygulanabilirligini 6nemli oranda etkileyen temel faktorler-
dir (Baker, 1962). Fiziksel miicadelenin dezavantajlari; uygun yapil-
madiginda tohum ¢imlenmesinde azalmaya, tohumda zararlanmaya,
tohumdaki patojeni yeterince yok edememesi ve uygulamalarin yapi-
labilirligindeki zorluklara neden olmasi seklinde siralanabilir.

3.3.1 Tohumlara Sicak Su Uygulamalari: Sicak su uygulamasi to-
humdaki patojenlerin miktarinda azalma yaratirken, uygun yapilma-
diginda tohumun canlihgin1 kaybetmesine de yol acabilmektedir.
(Strandberg ve White, 1989; Horuz ve ark., 2018). Sicak su uygula-
mas1 tohumda yiliksek miktarda bakteri varliginda popiilasyonun
biiyiik oranda azalmasini saglar, ancak tohumda diisiik oranda bakte-
ri yogunlugunda etkisiz kalabilmektedir (Williams, 1980). Tohumlara
sicak su uygulamalari sirasiyla su sekilde yirtitiiliir: (i) patojeni baski
altina alabilmek igin sicaklik kademeli olarak arttirilir; (ii) patojeni
oldiiren ancak tohumun canliligina olumsuz etkide bulunmayan en
uygun sicaklik uygulama siiresi belirlenir; (iii) tohumlar belirlenen
sicaklikta ve siirede sicak suda bekletilir; ve (iv) uygulama sonrasi
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tohumlar genellikle oda kosullarinda kurumaya birakilir. Sicak su
uygulamalar1 tohum kokenli hastaliklarin miicadelesinde oldukga
etkilidir, ancak bu etkililikte uygun sicaklik ve siireyi ayarlamak en
kritik noktadir. Sicak su uygulamasinin olumsuz yanlar;

1. Tohum dokusunda nem ile birlikte priming siireci baslar ve
tohumdaki enzimler aktif hale gelir. Sicak su bu aktivasyonu olumsuz
yonde etkiler ve bu nedenle cimlenmede sorunlar olusur. Uygulana-
cak sicaklik ve stirenin bu siireci olumsuz etkilememesi 6nemlidir.

2. Tohumlara sicak su uygulandiktan sonra hemen kurutulmalari
gerekir. Bu stire genellikle birkag saat ile 1-2 giin kadar uzun siirebi-
lir.

3. Kurutma islemi esnasinda tohumlarda saprofitik mikroorga-
nizmalarin gelismesi durumu gozlenebilir.

Sicak su uygulamalarinda biiytik cogunlukla etkili bulunan sicak-
ik 50°C ve stre olarak bu sicaklikta tohumlar birkag¢ dakika ya da
birka¢ saat bekletmektir. Sebze tohumlarinda bulunan bazi 6nemli
bakteriyel hastaliklara karsi onerilen sicak su uygulamalar Cizelge
6'te verilmistir.

Cizelge 6. Bazi sebze tohumlarinda bakteriyel hastaliklara karsi onerilen
sicak su uygulamalari

S? b“ze Bakteriyel hastalik etmeni One.ll‘llen_ sicaklik
turu ve suresi
Marul Xanthomonas campestris pv. vitians 50 °C /60 dk.
Tiitin Pectobacterium carotovorum subsp. 50 °C /12-18 dk.
carotovorum
Havug Xanthomonas campestris pv. carotae 50 °C /30-60 dk.
i‘{?ﬁz:iagll Xanthomonas campestris pv. campestris | 50-52 °C /20-30 dk.
Clgw%)acter n_nchzganenszs subsp. 50-56 °C /25-30 dk.
Domates | Michiganensis
Pseudomonas syringae pv. tomato 50°C /30 dk.
Bezelye Pseudomonas syringae pv. pisi 55-60 °C /15 dk.
Fasulye Xanthomonas campestris pv. phaseoli 52°C /20 dk.
Kabakgil | dovorax citrulli 55-60 °C /20 dk.
tiirleri
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3.3.2 Sicak Hava ve Plasma Uygulamalari: Tohumlara firin gibi
sicak hava veren bir sistem kullanarak sicak hava formunda kuru
sicaklik uygulanmasi tohumdaki patojeni azaltmada sicak su uygula-
malarina gore daha az etkilidir (Baker, 1962). Bu nedenle fiziksel
yOontemler igerisinde az tercih edilir. Hastalikla bulasik tohumlar be-
lirli sicakliktaki firinda birkag¢ giin bekletilerek 6zellikle tohum ka-
bugundaki bakterilerin 6lmesi saglanir. Ornegin; dereotu tohumlar1 65-
70 °C firinda 3 giin bekletildiginde bakteriyel hastaliklarla bir dereceye
kadar miicadele edilebilir (Maude, 1996). Son yillarda yapilan ¢alisma-
larda diisiik dozda plasma uygulamalari ile tohum kaynakli bakterileri
azaltmada biiytik basarilar elde edilmistir (Nishioka ve ark. 2016).
Plasma, maddenin ytiksek enerjili dérdiincii halidir ve uyarilmis atomlar
ve molekiiller, iyonize gazlar, radikaller ve serbest elektronlardan olusur

(Moisan ve ark., 2001). Plasma ile sterilizasyon, mevcut tohum dezen-
feksiyon yontemlerine bir alternatif olarak kullanilabilir (Selcuk ve ark.,
2008). Plasmalar tek tip bir sistem ile tohum sterilize etmeye elverisli-
dir, diistik sicaklikta etkilidir ve kisa islem stireleriyle ve tohumlara za-
rar vermeden yiiksek oranda etki gosterir. Ayrica herhangi bir kimyasal
kullanimi olmadigindan sistemi kullanacak kisiye olumsuz etkisi yoktur
(Dhayal ve ark., 2006). Sebze tohumlarinda bulunan bazi 6nemli bakte-
riyel hastaliklara kars1 6nerilen kuru sicaklik ve plasma uygulamalari
Cizelge 7'de verilmistir.

Cizelge 7. Baz1 sebze tohumlarinda bakteriyel hastaliklara karsi 6nerilen
kuru sicaklik ve plasma uygulamalari

Sebze tiiri Bakteriyel hastalik etme- | Onerilen kuru sicak-
ni lik, plasma ve siiresi
Pseudomonas syringae pv. o "
Hiyar tachrymans 70°C /3 glin
. 50 °C /3 giin
Fasulye Poeudomonas syringae pv. | 0 o¢ /1 giin
p 70 °C /2 saat
Domates Clavibacter michiganensis 80°C /1 glin
subsp. michiganensis 76-78 °C /2 giin
Bezelye lljf;udomonas syringae pv. 65°C /1 giin
Fiyar, Kavun, Acidovorax citrulli 85 °C /3-5 giin

Kabak

Xanthomonas campestris

pv. campestris 75 °C /5-7 giin

Lahanagil tiirleri

Xanthomonas campestris 5.5 kV 10.7 kPa basing

Lahanagil tiirleri bv. campestris plasma/10 dakika
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3.3.3 Buhar Uygulamasi: Bu yontem sicak su ve sicak hava yontem-
lerine benzerdir. Tohumda bulunan patojenlere karsi tohumlar belirli
bir basin¢ altinda buharda belirli bir stire bekletilir. Bu yontem sebze
tohumlar1 disinda diger lretim materyallerine de uygulanabilir. Bu-
har uygulamasi1 tohum kaynakli bakterileri 6ldiirmede az etkilidir,
ancak, yine de bazi bakteriyel hastaliklara karsi kullanilabilir. Bazi
arastiricilar buhar uygulamasinin sicak sudan daha giivenli oldugu-
nu, ancak, kuru havadan daha az etkili oldugunu ifade etmektedir. Bu
yontemde tohumlar ¢abuk kurur, tohum kabugu zarar gormez ve
tohum ¢imlenmesi olumsuz etkilenmez (Agarwall ve Sinclair, 1987;
Maude, 1996). Bu yontemde genellikle tohumlar 50-60°C’de buharda
20-30 dakika bekletilir. Tohuma buhar uygulamasi yapilan bazi seb-
zeler ve Onerilen uygulama siiresi Cizelge 8'de verilmistir.

Cizelge 8. Baz1 sebze tohumlarinda bakteriyel hastaliklara karsi 6nerilen su
buhar1 uygulamalari

Sebze tiirii Bakteriyel hastalik Onerilen su buhari
etmeni ve siiresi

Lahana grubu | Xanthomonas campestris

54 °C /30 dakik
bitkiler pv. campestris / axika

Pseudomonas syringae pv.

Fasul
astlye phaseolicola

55-60 °C /30-60 dakika

Clavibacter michiganensis

Domates . .
subsp. michiganensis

56 °C /30 dakika

3.3.4. Radyasyon Uygulamasi: Yiksek frekansh ses, yliksek voltajli
elektrik akimi, ultrasonik radyasyon, ¢ok ytliksek frekansh radyo dal-
galari, mikrodalga, infrared, X, gama, ultraviyole 1sinlar ve katot 1s1nh
spektrumlar gibi farkli radyasyon ttirleri kullanilarak tohum kaynakh
bakterilerle miicadele edilebilmektedir (Brown ve ark., 2001). Tropik
ve subtropik yerlerde giines enerjisinden yararlanilarak solar rad-
yasyon elde edilerek toprak kaynakli hastaliklarin ve yabanci otlarin
miicadelesinde kullanilmistir (Katan, 1981). Tohum kaynakli bazi
bakteriyel hastalik etmenlerinin tohumdan elemine edilmesinde kul-
lanilan radyasyon yontemleri ve suireleri Cizelge 9'da verilmistir.

3.3.5. Fermentasyon: Bu yontem 06zellikle domates tohumlarinda C.
michiganensis subsp. Michiganensis’in tohumdan elemine edilmesi
amaciyla ¢ok eskiden beri kullanilan bir yontemdir. Domates tohum-
lar1 meyveden cikarildiktan sonra meyvenin suyuyla birlikte glines
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altinda yaklasik dort giin boyunca bekletilir ve tohum ytlizeyinde Ba-
cillus spp. turleri gelisir ve fermentasyon saglayarak tohum ytizeyin-
deki patojen bakterinin 6lmesini saglar. Ayn1 yontem pek cok 1slak
tohum c¢ikartilan sebze tohumundaki bakteriyel hastaliklarin tohum-
dan uzaklastirilmasinda kullanilabilir.

Cizelge 9. Baz1 sebze tohumlarinda bakteriyel hastaliklara karsi onerilen
radyasyon uygulamalari

Sebze tiiri Bakteriyel hastalik etmeni | Onerilen radyasyon tiirii
ve siiresi
Tohumlari suda 4-5 saat
o Xanthomonas campestris pv. | beklettikten sonra giinesin
Bortilce o
vignicola altinda solar radyasyon
uygulamasi
e Pectobacterium carotovorum | 625 watt mikrodalga rad-
Tutin .
subsp. carotovorum yasyonu/20 dakika
4 kw/g elektrik akimi1/30
Soya Pseudomonas syringae pv. saniye
fasulyesi glycinea 21.3 kc/sn ultrasonik rad-
yasyon/15 dakika
L:ahan_agll Xanthomqnas campestris pv. 3.6 k] m2 UV-C /4.83 dakika
tirleri campestris

3.4. Kimyasal Miicadele

1990 yilindan sonra fungisit endiistrisindeki gelismeler ile birlik-
te tohumdaki hastaliklara karsi kullanilan biyolojik, fiziksel ve meka-
nik mucadelenin yerini kimyasal miicadele almaya baslamistir. Kim-
yasal miicadele tohumdaki patojeni tamamen 6ldiirmek ya da mikta-
rin1 azaltmak amaciyla yaygin kullanilan bir yontemdir. Bu yontemin
ekonomik olmasi ve gevreye az zarar veren dozda uygulanmasi ol-
dukca onemlidir. Tohuma kimyasal uygulanmasi tohumdaki fungal
hastaliklarla miicadelede daha yaygin kullanilirken, bakteriyel ve
viral enfeksiyonlarin azaltilmasi tlzerine de etkisi bulunmaktadir.
Cesitli bakteriyel hastaliklarin tohumdan uzaklastirilmasinda kullani-
lan kimyasallar Cizelge 10’da verilmistir.

Antibiyotikler diisiik molekiiler agirlikli, farkli mikroorganizma-
lar tarafindan tretilen, baska mikroorganizmanin aktivitesini ve geli-
simini engelleyen organik yapilardir. Antibiyotikler genellikle mikro-
organizma-larin hiicre duvari, DNA, RNA ve protein sentezi gibi haya-
ti 6neme sahip olaylar1 tizerine direk etkide bulunurlar (Raaijmakers
ve Mazzola, 2012). 1950’li yillarda, bitki patolojisi ¢alisan arastirma-
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cilar antibiyotiklerin bitki saghginda kullanilabilecegini ifade etmis
ve yaklasik 40 farkli antibiyotik lireten fungus ve bakteriden antibi-
yotikler elde edilmistir. (Goodman, 1959). Ancak giintimiizde bakteri-
lerin bu bilesenlere karsi dayaniklilik kazanmasi, pahali olmasi ve
cevreye olan zararh etkilerinden dolay: antibiyotikler pek ¢ok tilkede
bitki sagliginda hi¢cbir donemde kullanilmamaktadir.

Cizelge 10. Tohumda bulunan bazi bakteriyel hastaliklarla kimyasal miica-
dele

Sebze tiiri Bakteriyel hastalik et- | Onerilen kimyasal miica-
meni dele ve siiresi
%712 Bronopol
: Hydroxychinolin sulfate
Biber Xanthomonas spp. 0480 Thiram
Hidroklorik asit
: %3 Sodyum hipoklorit / 3-
Biber Xanthomonas spp. 5 dakika
) Bronopol
Pamuk Xanthomonas campestris Hydroxychinolin sulfate
pv. malvacearum .
Thiram
. el . ;
Domates Pseudomonas syringae pv. o2 3.Sodyum hipoklorit /
tomato 5 dakika
Domates Pseudomonas syringae pv. %0.2 Bakir asetat 3 dakika
tomato
Domates Clavibacter michiganensis Hidroklorik asit
subsp. michiganensis Laktik asit
Kabakgil . . . 1600 pg/mL-! Peroksi ase-
grubu bitkiler Acidovorax citrulli tik asit/30 dakika
Lahanagil Xanthomonas campestris Kalsiyum hipoklorit
grubu bitkiler pv. campestris (CaOClI);
: %0.2 Bakir asetat /
Biber Xanthomonas spp. 3.5 dakika
%1 Asetik asit 5 dakika
Biber Xanthomonas spp. %1 sitrik asit 5 dakika
%2 laktik asit 5 dakika

Ozellikle bronopol, mancozeb, hydroxychinolin sulfate ve thiram

gibi cesitli kimyasallar tohumlara uygulanarak bakterilerle miicadele
edilir (Saygili ve ark., 2019). Tiim bu kimyasallar yliksek oranda an-
timikrobiyal etkiye sahiptir. Ornegin ticari olarak satin alinan pek ¢ok
tohum Thiram ile ilaclidir ve bakteriyel hastaliklarin azaltilmasinda
oldukga etkilidir. Bunlarin disinda hidroklorik asit (HCI), sodyum
hipoklorit (¢camasir suyu), kalsiyum hipoklorit, gesitli organik ve
inorganik asitler, farkli bitkilerden elde edilen fermente trtinler to-



302 | Sebzelerde Fide Yetistiriciligi 1

hum uygulamasi yapilarak bakteriyel hastaliklarin azaltilmasinda
kullanilmistir (Schultz ve ark., 1986; Horuz ve ark., 2018; Tireng Ka-
rut ve ark,, 2019).

Son yillarda farkhi biiytikliikte nanopartikiillerin kullanimiyla
hastaliklarla miicadele sansi artmistir. Tohumda bulunan bakteriyel
hastaliklarin miicadelesinde de bu yontemden faydalanilmaktadir.
Ornegin; giimiis nanopartikiilleri lahana tohumlarina uygulandiginda
tohumdaki Xanthomonas campestris pv. campestris bakteri popiilas-
yonu oldukc¢a azalmistir (Pecenka ve ark., 2021).

Tohum uygulamalarinda kullanilan kimyasal maddelerin formii-
lasyonlart kuru toz, 1slanabilir toz, suda dagilabilir toz, ¢ozelti ve
akiskan konsantre seklindedir. Kimyasal maddeler ile yapilan tohum
uygulamalar1 3 kategoride siniflandirilabilir:

1- Tohum Dezenfeksiyonu: Bu uygulamada kullanilan kimya-
sallar tohumun i¢indeki veya kabugundaki inokulumu kontrol eder.

2- Tohum Bulasmasinin Onlenmesi: Tohum yiizeyinde bulu-
nan patojenler veya pasif olarak yer alan mikroorganizmalarin kont-
roli  dikkate alinir. Tohumun dis kabugundaki patojenlerin 6nlen-
mesi daha kolaydir.

3- Tohumun Korunmasi: Tohumlara uygun kimyasal ile mua-
mele yapilarak tohumun ve olusacak fidenin tohum ve toprak kay-
nakli patojenlere karsi korunmasini amaglar.

4. GSPP (GOOD SEED AND PLANT PRACTICES)

lyi tohum ve bitki uygulamalari olarak ifade edilen GSPP, tohum-
lar1 ve bitkileri patojen enfeksiyonundan korumak i¢in dikkat edil-
mesi gereken Onemli hijyen kosullarini1 ortaya koyan bir sistemdir.
Bu sistem uluslararasidir ve seffaf bir sekilde islem yapan bir zincir
sistemidir. Sistem ilk kez 2011 yilinda Fransa ve Hollanda’da basla-
tilmis, giinimiizde ise tilkemiz dahil farkh tlkelerde de sisteme tiye
tohum iireten firmalar bulunmaktadir. Sistemin temel amaci, doma-
tes bitkilerini ve tohum lotlarimi Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis enfeksiyonundan korumaktir. GSPP, tretim alaninin
kalite yonetim sistemi, ¢alisma yontemleri ve bilgi tedariginin GSPP
standardina uygun olmasini saglar. Bu zincir sisteminde firmalar ve
tiretim alanlar1 GSPP standardina uygunluklari agisindan periyodik
olarak kontrol edilir. Denetim kuruluslarn tarafindan yapilan dogru-
lama, saglikli tohum ve bitkilerin varligini tespit etmenin yani sira
her bir lretim sahasi, varlik veya lot/parti basina glivenilir kalite
bilgilerini de saglar. Sistemin temel ilkeleri:



TOHUM HIJYENI | 303

i- tohum ve fide tiretim yerlerinin ¢evresel faktorlerden etkilenme-
yecek sekilde izole etmek

ii- risk faktorlerini ortadan kaldirarak enfeksiyonun éniine gegmek

iii- lretim stlresince hastalik belirtisi yoniinden bitkileri siirekli
kontrol etmek

iv- tohum lotlarin1 GSPP’den bagimsiz denetim kuruluslarinca has-
talik yoniinden test etmektir.

Sistemde hastalik bulasmasindaki en onemli dort risk faktori kul-
lanilan su, insan hareketi, tohumlar, kullanilan alet-ekipman ve malze-
melerin temizligidir. Risk faktorlerinin oniine gegme durumuna gore
kuruluslar akredite olur. Bu risk faktérlerini ortadan kaldirmak amaciy-
la sunlara dikkat edilmektedir.

1- Uretim alaninda kullanilan su Cmm ile bulasik olmamal ve de-
zenfekte edilerek kullanilmalidir.

2- Uretim alaninda ¢alisan isciler, teknik elemanlar ve disardan ge-
lecek ziyaretciler kontaminasyon riskine karsi liretim yerine girerken
koruyucu bir giysi giymeli ve ellerini yikayarak iyice dezenfekte etmeli-
dir.

3- Uretimde kullanilacak tiim tohumlar GSPP standartlarina uygun
sekilde uretilmis olmalidir. Eger kullanilacak tohum GSPP sertifikal
degilse, bu tiretim alani1 GSPP sertifikali tohum tiretim alanindan tama-
men ayrilmali ve hijyen kosullarina dikkat edilmelidir.

4- Uretim alaninda kullanilan tiim alet-ekipman, toprak, fide hargla-
11, saksy, viyol gibi malzemeler risk analizinden gecirilerek kullanilmali-
dir. Kontaminasyon riski olanlar ise dezenfekte edilerek kullanilmalidir.

5. TOHUMDA BAKTERI ARANMASI VE TANISI

Tohum patojenlerinin tanilanmasinda birden fazla sayida yontem-
den yararlanabilmek miimkiindiir. Bu durumda arzu edilen bir yonte-
min se¢imi; testin amacina, tohumun 6zelliklerine ve patojenin nitelikle-
rine baghdir. Tohum partilerinde bakteri varhiginin tespit edilmesinde
Uluslararast Tohum Testleme Birligi (ISTA)'min hazirladig1 protokoller
kullanilir (Anonymous, 2022). Sebze tohumlarinda bakteri tespiti i¢in en
az 5.000-30.000 adet tohuma ihtiya¢ bulunmaktadir. Her bir sebze tiirt
ve aranacak patojen icin testlenmesi gereken minimum tohum sayisi
ISTA protokollerinde belirtilmistir. Ornegin; kabakgil tohumlarinda
Acidovorax citrullimin aranmasi i¢in 10.000-30.000 adet tohum gerek-
mektedir. Tohum kaynakl bakterilerin tanilanmasinda kullanilan y6n-
temler asagida siralanmistir.
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1- Tohumlarin incelenmesi: Isik ya da ¢iplak goz yardimiyla to-
humlar incelenerek renk degisikligine ugramis tohumlar kolaylikla fark
edilebilir. Ornegin; fasulyede Xanthomonas campestris pv. phaseoli ve
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens bakterileri kuru to-
humlarda koyulasmis alanlar olusmasina neden olmaktadir. Bu sekilde
ayiklama yapilabilir. Ancak simptom gostermeyen tohumlarda da bakte-
ri bulunabileceginden bu yontemin kullanilabilirligi kisitlanmaktadir.

2- Besi yerine izolasyon: Bazi bakterilerin petride gelisimini ayirt
etmek icin yar1 secici ve secici besi yerleri gelistirilmistir. Bu besi yerle-
rinde genellikle bakterinin gelisimine yardimci1 ve diger bakterilerin
gelisimini sinirlandirici bazi1 kimyasallar eklenerek secicilikleri arttirilir.
Bu besi yerleri kullanilarak hedef bakterinin petride gelisme 6zelligine
gore diger bakterilerden ayirt edilmesi kolaylasir.

3- Fidelerde belirti izleme yontemi: Bu yontem bircok sebze to-
humlarinda bulunabilen bakteriyel hastaliklarin tespitinde kullanilir.
Yontemde tohum partilerinden bir kismi topraga ekilerek yiiksek nem
ve uygun sicaklik kosullarinda (%75-90 nisbi nem ve 18-25 °C sicaklik)
bekletilir. Ardindan gelisen fideler kontrol edilerek hastalik belirtisi olup
olmamasi durumuna gore degerlendirilir. Bu yontemin avantaji diisiik
poptilasyondaki bakterinin uygun kosullarda belirti olusturmasini sag-
larken, dezavantaji ise, testin sonucunu géormek icin en az iki hafta bek-
lenmelidir.

4- Test bitkilerine inokulasyon yontemi: Testlenecek olan to-
humlar belirli bir buffer icerisinde en az 30 dakika ¢alkalanir ya da to-
humlar ezilerek elde edilen ekstrakt kullanilir. Ardindan ¢alkalama su-
yu/ekstrakt test bitkileri ya da duyarh konukgulara bulastirilir. Bitkiler
hastalik ¢ikisi icin uygun nem ve sicaklikta bekletilerek hastalik belirtisi
olusumu yéniinden giinliik kontrol edilir. Ornegin; fasulye tohumlarinda
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola bakterisini tanilamak i¢in gelisti-
rilen testte, fasiilye tohumlarinin yikandigi sivi vakum aracilig ile fastl-
ye fidelerine inokule edilir. Hastalik belirtileri 7-10 giin sonra yaprak
dokularinda su emmis lekeler seklinde goriilmektedir.

5- Bakteriyofaj yontemi: Bakteriyofaj, bakterileri infekte eden ve
oldiren viruslerdir. Bakteriyofaj ile konuk¢usu olan bakteri arasinda
ozel bir iliski bulunur ve bu 6zellik tohumdaki bakteriyi tanilamada
yardima olmaktadir. Ornegin; domateste Xanthomonas spp. Pseudo-
monas syringae pv. tomato ve Clavibacter michiganensis subsp. michi-
ganensis igin gelistirilmis Agriphage (https:\\www.agriphage.com) isim-
li ticari bakteriyofajlar vardir. Bu yontemde secici besi yerine tohumdan
elde edilen ekstrakt yayilir, ardindan bakteriyofaj asilanir. Inkiibasyon-
dan sonra kiiltiirdeki erime zonlar1 sayilir. Tohumda bu bakteriler ara-
nirken kullanilabilir.
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6- Serolojik yontemler: Tohumdan bakteri tanisinda kullanilan
cesitli serolojik yontemler vardir, ancak en yaygin kullanilanlar IF (Im-
munofluorescense) ve ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
yontemleridir. IF testinde antikor floresan boya ile boyanir. Lam tlizerine
tohumdan elde edilen 6rnek damlatilir ve lizerine floresan isaretli anti-
kor eklenerek reaksiyon olusumu ultraviyole 151k mikroskobunda bak-
teri huicrelerinin sarimsi 151k vermesi ile degerlendirilir. ELISA testi en-
zimle isaretlenmis antibodynin substratla reaksiyonunun renk olusumu
ile sonuglanarak etmenin varliginin ortaya ¢ikarilmasi esasina dayanur.

7- Molekiiler Yontemler: DNA ya dayali yapilan testlerdir. To-
humda bulunan hedef patojeni tanilayan spesifik primer ve isaretli
problar kullanilarak yapilan testlerdir. Klasik PCR, Real-Time PCR, BIO-
PCR, multipleks PCR, RT-PCR gibi c¢esitleri vardir. ISTA'nin belirledigi
protokole uygun olan yontem kullanilir.

Yukarida belirtilen tan1 yontemlerinin hig biri tek basina tohumdan
bakteri tanilamasi icin yeterli degildir. Her bakteri tiirii i¢in birden fazla
tani yontemleri birlikte kullanilmahdir.

6. TOHUMLA TASINAN BiTKi VIRUS HASTALIKLARINDA HiJYEN VE
TERAPI YONTEMLERI

Tarimsal tiretim alanlarinda énemli verim kayiplarina neden olan
viral etmenler, bitkiden bitkiye mekanik yollardan kolaylikla bulasabil-
meleri, vektor bocekler araciligiyla tasinabilmeleri, cok genis alanlara
kisa siirede yayilabilmeleri, kimyasal yontemlerle miicadele edile-
memeleri gibi sebeplerden dolayr 6nem kazanmaktadir. Bu virtisler
icerisinde tohumla tasinan virtsler Tiirkiye ve diinyadaki hastaliktan
ari tohum tiretimini 6nemli bir tehdit unsuru olusturmaktadir. Bunun
sebebi bu viriislerin uzak mesafelere vegetatif tiretim materyali, to-
hum, mekanik ve kiiltlirel 6nlemler ile kolaylikla tasinmasidir. Hatta
viral inokulum embriyoya girdiginde bitkinin list aksamina etkili bir
sekilde iletilmekte olup tohum kabugunda bulundugunda ¢imlenme
sirasinda tohum kabugu fideden ayrildigi icin inaktiflesebilmektedir
(Johansen ve ark., 1994). Tohum kaynakli enfeksiyondan sonra birin-
cil enfeksiyon kaynagi mekanik temas, is¢ilerin elleri, kullanilan alet-
ler, sera materyalleri ve ipler olmaktadir (Reingold ve ark., 2015).
Tohumla tasinmanin ti¢ 6nemli etkisi bulunmaktadir. Bunlardan ilki
enfekteli tohumlarin ekilmesiyle, enfekteli tohum miktar1 diisiik ol-
masina karsin, inokulumda rastgele dagilim ortaya ¢ikmakta ve bu
durum bitkilerde vektorlerle sekonder yayilmayi arttirmaktadir.
ikinci etki, viral inokulumun sonraki iiretim sezonlarina aktarilmasi-
dir. Uglincii etki ise, enfeksiyon durumu tespit edilemeyen enfekteli
tohumlarin, tohum ticareti sayesinde diinya capinda yayilim gostermesi
ve gostermeye devam etmektesidir (Albrechtsen, 2006).
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Bir viriisiin konukgu bir bitkide hastalik olusturabilmesi icin, viru-
sun hticre duvarin ge¢mesi, hiicrenin ¢ogalma mekanizmasin1 kendi
istekleri dogrultusunda kullanarak ¢ogalmasi, hiicreden hiicreye tasinip
iletim sistemine (floem) ulasmasi ve konukcuyu sistemik olarak enfekte
etmesi gerekir. Viriisler hiicreden hiicreye kisa mesafelere plazmodez-
malarla; doku ve organ gibi uzun mesafelere ise iletim sistemi ile taginir-
lar. Sonraki asama ise viruisiin yeni konukgulara tasinmasidir. Virusler
bitkiden bitkiye temasla, mekanik veya biyolojik yollarla tasinirlar. Vi-
ruslerin ¢cogunlugu genellikle vektorlerle tasinmaktadir. Uzun mesafele-
re tasinmalari ise tohumla olmaktadir.

Tobamovirtiis, Alfamovirtis, Tobravirtis, Tymouvirtis, llarvirtis, Tospovi-
rtis, Comovirtis, Nepovirtis, Tritimovirtis, Tombusvirts, Carmovirtis, Carla-
virtis, Peclovirtis, Hordeiviriis, Sobemovirtis ve Trichovirtis cinsine bagh
virusler tohumla tasiman 6nemli viriis tiirlerini barindirmaktadir ve
sayilari yuzlerle ifade edilmektedir (Cizelge 11). Tohumun kabugunda
ya da embriyo/endospermde tasinmasina gore viriis hastaliklarinin
tasinmasinin 6nemi artmaktadir. Tohumlar, viriislerin hayatlarini de-
vam ettirmelerinde ¢ok uygun bir ortam olustururlar. Enfekteli bitkiler-
de virtislerin tohuma gecis oram viriis-konukcu kombinasyonuna gore
degisiklik gosterir. Bu oran % 0.3’den daha diistk olabildigi gibi %100
de olabilir. Ornegin; Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV) hiyar
tohum kabugunda %100’e kadar ulasirken endospermde % 0.9 oranin-
da, Pepper mild mottle virus (PMMoV) ise %0.8-7.5 arasinda degisen
oranlarda tohuma gecer. Ancak bulasik tohum orani ayn tiir igcinde ce-
sitlere gore degisebildigi gibi, bitkinin enfekte oldugu doneme ve iklim
kosullarina gore de degisir (Cizelge 11).

Cizelge 11. Baz virus hastaliklarinin tohumla bulasik olma durumlar ve
tasinma oranlar1

Viriis Konukg¢u Bulasma |Tasinma |Referans
Cucumber green |Cucurbita- Shargil ve ark.
%84 %2
mottle mosaic  |ceae + (%84) + (%2) (2017)
virus (CGMMV) Rein
gold ve ark.
95¢ %1
+95%) %) oge
Cordoba-Selle ve
1009 %0.9
+100%) 1+ (%0.9) 1 (2017)
Kyuri green Cucurbita- |+ (Test + (Test Clark ve Adams
mottle mosaic  |ceae edilmemis) |edilmemis) ((1977)
virus (KGMMV) + (Test (Test Kim ve ark. (2013)
edilmemis) |edilmemis)
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Cizelge 11 (devam). Bazi virlis hastaliklarinin tohumla bulasik olma
durumlari ve tasinma oranlari

Viriis Konuk¢u Bulasma Tasinma Referans
Odontoglossum |Orchidaceae, Clark ve Adams
. . + (Test + (Test
ringspotvirus - |Solanaceae edilmemis) |edilmemis) (1977)
(ORSV) 7 i
Paprika mil 1 Takeuchi k.
aprika 'ml d Solanaceae + (Test (Test akeuchi ve ar
mottle virus edilmemis) |edilmemis) (2005)
(PaMMV) ? ?
Pepper mild Solanaceae + (Test Dombrovsky ve
o vi _ , (0.8-7.5%) -
mottle virus Biber edilmemis) Smith (2017)
(PMMoV)
Fabaceae + (Test (Test Takeuchi ve ark.
edilmemis) |edilmemis) [(2005)
Tobacco mild Solanaceae + (Test Mlotshwa ve
green mosaic edilmemis) +(%0.8-7.5) |ark. (2002)
virus (TMGMV) ?
Pepino mosaic  |Solanaceae %0.005 - |Hanssen ve ark.
virus (PepMV) 0.057 (2010)
T.omato mosaic |Solanaceae 38% 21.8% Dor_nbrovsky ve
virus (ToMV) Smith (2017)
+ (%38) (T(.ast | Clark ve Adams
edilmemis) [(1977)
Tomato brown |Solanaceae Kabuk doku % 0.8 Fidan (2022)
rugose fruit Domates %100
virus (ToBRFV)
Zucchini green |Cucurbita-ceae +(%6) +(% 1.1) |Shargil ve ark.
mottle mosaic (2017)

virus (ZGMMV)

Tohum kaynakl bitki viriisleri, diinya tarimina yonelik 6nemli
bir tehdittir. Bunlar arasinda, Tobamovirus’e ait turler, ozellikle So-
lanaceae ve Cucurbitaceae familyalarina ait tiirlerde en biiytik tehli-
kelerden biri olarak kabul edilmektedir. Bu virtsler uzun zamandir
tarim icin tehdit olusturmaktadir. Yiizyilh askin bir stire boyunca So-
lanaceae familyasina ait tiittin, domates ve biber bitkileri Tobacco
Mosaic Virus (TMV), Tobacco Mild Green Mosaic Virus (TMGMV), To-
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mato Mosaic Virus (ToMV) ve Pepper Mild Mottle Virus (PMMoV) tara-
findan enfekte olmaktadir. Son yillarda bunlara Pepino Mosaic Virus
(PepMV), Tomato Brown Rugose Fruit Virus (ToBRFV), Cucumber
Green Mottle Mosaic Virus (CGMMV) gibi virusler eklenmistir.

Son 30 yilda kiiresel iklim degisiklikleri ile birlikte dayanikliligi
kiran 1rklar ve yeni viriisler tespit edilmistir. i1k kez Urdiin'de izole
edilen (Salem ve ark., 2016) ve Tomato Brown Rugose Fruit Virus
(ToBRFV) olarak adlandirilan yeni bir Tobamovirtis, global bir pande-
miye neden olmustur. Birka¢ kitada (Afrika, Asya ve Kuzey Amerika)
hizli dagihimina ve Tm-2 ve Tm-2? dayaniklilik genlerinin iistesinden
gelebilen bu viriis domateste 6nemli ekonomik kayiplara sebep olmak-
tadir. TOBRFV'nin neden oldugu simptomlar, enfekte domatesin genoti-
pine (Tm-22 geni bulunup bulunmamasi), yasina ve cevresine baglh ola-
rak buytuk olciide degismektedir. Hastalikli bitkilerin meyveleri, onlari
pazarlanamaz hale getiren sari-kahverengi burusuk (rugose) lekeler
gosterir. Tm-22 geni iceren enfekteli domateslerin meyvelerinde alaca-
lanma olur ve renk biitiinliigli saglanamaz. ToOBRFV domatesin yani sira
biberi de (Capsicum annuum) enfekte edebilmektedir. Benzer sekilde,
1935 yilinda Ingiltere'de kesfedilen ve Avrupa ve Orta Dogu, Asya ve
Uzak Dogu'daki komsu tilkelere yayillan Cucumber Green Mottle Mosaic
Virus (CGMMYV), kabakgil tiirlerinde de viriis enfeksiyon yapmaktadir.
Son 10 yi1lda, CGMMV yeni tulke ve kitalarda kuzey Amerika ve Avustral-
ya'da tespit edilerek diinya ¢apinda biiyiik bir tehdit haline gelmistir.
Tobamovirus'ler icerisinde CGMMV kabakgil enfeksiyonu yapan ve su
an Uretimi tehdit eden viral etmen olarak kabul edilmektedir. Ticari
olarak tohum tireten iilkelerdeki tohum aktarim testlerinde kabakgil-
lerde tespit edilen diger Tobamovirus tiirleri de géz 6niinde bulundu-
rulmalhdir [Kyuri Green Mottle Mosaic Virus (KGMMV), Zucchini Green
Mottle Mosaic Virus (ZGMMV) ve Cucumber Fruit Mottle Mosaic Virus
(CFMMV) gibi].

Tobamovirus, tohum kaynakli, mekanik olarak tasinan kararl virtis-
lerdir. Bulasic1 parcaciklar temel olarak tohum kabuklarina tutunmus-
tur. Viral inokulum embriyoya girdiginde etkili bir sekilde aktarilir ve
tohum katmanindaki virtiisler, tohum katmanindan ayrildiginda enfeksi-
yondan korunmayabilir. Bununla birlikte fideliklerde, Tobamovirtis bu-
lasmis tohum kabugu, transplantasyon sirasinda olusan yarali kokleri
etkileyebilir. Sonug¢ olarak, birincil bulasici kaynak mekanik temaslar,
isci elleri, aletler, sera yapisi ve acik alanlardaki kafes halatlar ve traktor
yolu ile hizla yayilabilir. Tobamovirus'lerin bulasicilig1 bitki artiklarinda
ve kirlenmis toprakta ve kilde aylarca yillarca korunur.

Viriislerin tohumla tasinma orani virtis-konukcu, konucu bitkinin
enfekte oldugu donem ile uygun cevre kosullarina gore degismekte-
dir. Bir embriyonun bir viriis ile enfeksiyonu, viriisiin tohumla ta-
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sinmasinda ¢ok onemli diger bir asamadir. Ancak Tutin Mozaik Viru-
su gibi bazi ¢ok stabil viriisler embriyoyu enfekte etmeden, enfeksi-
yon glicinu koruyarak tohum kabugunda tasinabilirler ve tohum
cimlendikten sonra bitkinin gelismesi sirasinda olusan mekanik yara-
lardan bitkiyi enfekte ederler. Southern Bean Mosaic Virus (SBMV,
Sobemovirus) diisiik oranda tohum kabugunda tasinmakla birlikte,
enfeksiyon yapma giliciinii zamanla kaybeder. Melon Necrotic Spot
Virus (MNSV, Carmovirus) de tohumla tasinir, ancak enfekteli tohum-
lar ekildiginde, eger ortamda fungal vektor Olpidium bornovanus
mevcut degilse bu tohumlardan saglikli bitki elde etme olanagi olabi-
lir (Khan ve Dijkstra, 2002).

Enfeksiyonun ciceklenme déneminde gerceklesmesi, viriislerin
tohumla tasinmasinda 6nemlidir. Tohum taslaginda tasinan virtis,
gelisme baslangicinda cicegi enfekte eder. Cicek tozu ile tasinan vi-
rislerin gelisme baslangicinda, kallus tabakasi olusmadan 6nce, cigek
meristemini ve cicektozu ana hiicrelerini enfekte etmesi gerekir.

Virtis-konukcu iligkisi tohumla tasinma orani tizerinde 6nemli rol
oynar. Ayni viriisiin farklh izolatlar1 ayn1 konukgunun farkl gesitle-
rinde tohumla farkli oranlarda tasinir. Ayrica bitki yas1 ve sicaklik
gibi cevre kosullar1 da tohumla tasinma oranini etkilemektedir.

6.1 Kimyasal Tohum Uygulamalari

Viral kontaminasyonla miicadele ic¢in klasik bir ara¢ olarak, to-
humlarinin dezenfeksiyon islemi icin kimyasallar genis capta kulla-
nilmaktadir. Bu kimyasallarin etkinlikleri, patojenlerin kimyasal
maddelere maruz kalma derecesi ve etkin bir maruz kalma saglamak
icin 6nceden 1slatma, optimize edilmis kimyasal-tohum orani, karis-
tirma ve vakum gibi ek yaklasimlarla sinirli olabilse de bu yontemle-
rin uygunlugu ve satin alinabilirligi gibi kriterler olabilmektedir. To-
humla tasinan viriislerin dezenfeksiyonundaki temel prensipler, ge-
nel olarak enfekte eden viriis tiirtine bagh olarak kullanilan kimyasal-
lar ve optimum kullanim dozlar1 degisebilmekte olup asagi yukari
benzerdir. Ticari tohum iiretiminde kullanilan yontemler ¢ogunlukla
cesitli kimyasal islemlere dayanir: virts tiiriine bagh olarak;

%1-9 hidroklorik asit,
%1-5 kalsiyum hipoklorit,
%1-3 sodyum hipoklorit,
%10 trisodyum fosfat (TSP)

yaygin olarak kullanilmaktadir. Yiizey dezenfeksiyonu icin olduk¢a
da basarilidir. Bu kimyasal uygulamalar1 genellikle fiziksel dezenfek-
siyon yontemleri ile kombine edilerek kullanildiginda daha efektif
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oldugu belirtilmektedir. Kullanilan dezenfeksiyon kosullar1 da uygu-
lama yapilacak tohum, farkh kimyasallar ve viral etmenler arasinda
onemli 6l¢iide farklilik gosterir. Ancak, ilk defa kesfedilen hali hazir-
da kullanilan bir dezenfeksiyon programi olmayan bitki viriis hasta-
liklarina daha 6nceden benzer epidemiyolojiye sahip viral etmenlerin
kontrol stratejileri entegre edilebilmektedir. Ornegin; 2019 yilina
kadar Tomato Brown Rugose Fruit Virus (ToBRFV) etmenine karsi hali
hazirda kullanilan bir dezenfeksiyon programi olmadig i¢in benzer epi-
domiyolojiye sahip Pepino Mosaic Virus (PepMV) gibi viral etmenlerin
kontrol stratejileri entegre edilmis olup basarili bir sekilde enfeksiyon
yonetilmistir (Oladokun ve ark., 2019; Fidan ve ark., 2021). Yapilan ca-
lismalarda Tobamovirus virtiislerin birgogunun tohum kaynakli ve me-
kanik olarak tasinabilen stabil viriisler olduklar1 saptanmistir. Enfeksi-
yo0z partiktller oncelikli olarak tohum kabuguna tutunmaktadirlar. Re-
ingold ve ark. (2015) tarafindan kavun ve hiyar tohumlarinda ytiriitiilen
bir calismada, Tobamovirus grubunda bulunan Cucumber Green Mottle
Mosaic Virus (CGMMV)'lin inaktiflestirilmesinde %10 TSP, 72 °C’ de 72
saat 1s1 uygulamasi ve 1s1+TSP kombinasyonu uygulamalar1 denenmistir.
Calismalarda %10 TSP icerisinde 30 dakika tutulan tohumlarda ve he-
men ardindan 72 °C’de 72 saat 1s1l isleme tabi tutulan tohumlarda viriis
yogunlugu en az bulunmustur.

ToBRFV ile enfekte olmus meyvelerden ekstrakte edilen tohumlar,
30 dakika siireyle %2 hidroklorik asit, 3 saat siireyle %10 trisodyum
fosfat, 72 °C'de 72 saat kuru 1s1 veya bunlarin kombinasyonlari ile
denenmistir; daha sonra tohumlar, serolojik, molekiiler ve biyolojik
deneyler kullanilarak virtis varligi agisindan test edilmistir. Sonug
olarak, 30 dakika boyunca %2 HCI ile tohum muamelesi, sadece
ToBRFV ile kontamine tohumlarin %100 dezenfeksiyon oranina
ulasmakla kalmayip, ayn1 zamanda muamele edilmemis tohumlara
kiyasla domatesin tohum kalitesini iyilesmeler gortulmiis ¢cimlenme
orani da %96 olarak belirlenmistir (Samarah ve ark., 2020; Fidan,
2022). Tomato Mosaic Virus (ToMV), Tobacco Mosaic Virus (TMV),
Cucumber Mosaic Virus (CMV), Soybean mosaic potyvirus (SMV) ve
Lettuce Mosaic Potyvirus (LMV) ile enfekteli 8 tohum lotu kullanilarak
yapilan ¢alismada; Viriis inaktivasyonu igin asetik asit (CH3COOH),
hidrojen peroksit (H202), hidroklorik asit (HCl), sodyum hipoklorit
(NaClO), Triton X 100, kuru 1s1, sicak su, ozon (03) ve UV (305 nm
dalga boyu) islemleri kullanilmistir. Viriis konsantrasyonunu azalt-
mak icin en etkili islemler HCI, sicak su (65 °C) ve ozon (10 g m-3)
olarak belirlenmistir. Bu uygulamalar, tohum kaynakl viriislerin
konsantrasyonlarini sirasiyla %51, %42 ve %32 oranlarinda azalt-
mistir. Diger uygulamalar ise daha az etkili olup %27-%12 araliginda
viris konsantrasyonlarini azaltmislardir. Yapilan HCI ve ozon uygu-
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lamalar1 tohum ¢imlenmesi tzerinde olumsuz bir etkisi olmadigi i¢in
en etkili ve uygulanabilir bulunmustur. Pepino Mosaic Virus (PepMV)
enfekteli bitkilerden elde ettigi tohumlar lizerinde gergeklestirdigi
calismada en etkili kimyasal olarak farkli dozlarda sodyum hipoklorit
(%0.5 ve %1) bulunmus olup ardindan trisodyum fosfat ¢ozeltisi
denenmistir. Bu kimyasal uygulamalar ile fiziksel 1s1l dezenfeksiyon
islemlerinin uygulanmasi ile etmenin bulasikliginin azaltildig1 ya da
tamamen ortadan kaldirildig1 bildirilmistir. Bu amacla ticari prepa-
ratlar degerlendirildiginde %1 lik (%30-60 Asetik asit, %15.2 Perok-
siasetik asit ,%11.2 Hidrojen peroksit) iceren (%50 Potasyum perok-
simonopersiilfana) iceren, ticari preparatlarin 30 dk’lik uygulamala-
rinin yiizey dezenfeksiyonunu basari ile saglamaktadirlar.

6.2. Fiziksel Uygulamalar

Fiziksel tedavilerin diger tedavilere gore birtakim avantajlari
vardir: cogu lilkede kayit veya onay gerektirmezler; genis bir aktivite
yelpazesine sahiptirler, toksik veya kirletici kalint1 birakmazlar.

A. Isilislemler

[sil islem veya termoterapi, patojenlerin genellikle tohum icin za-
rarli olmayan veya ¢ok az zararh sicakliklarda oldiriulmesi veya inhi-
be edilmesi ilkesine dayanir. Termal degisim verimliliklerindeki fark-
liliklar nedeniyle, basarili dezenfeksiyon icin gereken sicaklik veya
sure su sirayla artar: sicak su, gazli buhar, kuru hava (Baker, 1972).
Yirminci ylzyilin ikinci yarisinda etkili kimyasal tohum tedavileri
bulunmadan 6nce, sebze ve tahil tohumlarinin sterilize edilmesi icin
sicak su uygulamalar1 yaygin olarak kullaniliyordu. Ana dezavantaj,
islem sonrasi kurutma ihtiyacidir. Sebze tohumlar tizerinde sicak su
muameleleri, genellikle 50 °C ila 55 °C arasindaki sicakliklarda ve 3
ila 25 dakikalik stirelerle gerceklestirilmektedir. Spesifik tahil pato-
jenlerinin kontrolu i¢in, aralikli sicak su veya 1lik su uygulamalar gibi
bazi1 kombinasyonlar kullaniliyordu (Jahn, 2008). Sicak su uygulama-
lari, gesitli vejetatif bitki ¢ogaltma materyallerinin dezenfeksiyonu
icin hala 6nemlidir. Suda dezenfeksiyona kiyasla, havalandirilmis
buharla tohum muamelesinin daha dogru bir sicaklik kontrolii, genel-
likle tohum ¢imlenmesinde daha az bozulma ve tohumlarin ¢ok daha
kuru kalmasi gibi baslica avantajlar1 vardir. Patojen inaktivasyonu
icin gerekli olan nispeten uzun uygulama siireleri nedeniyle (birkac
giinden 2 haftaya veya daha uzun siireye kadar), kuru 1s1 ile tohum
muameleleri genellikle tohum ¢imlenmesinde azalmalara neden ol-
maktadir. Bununla birlikte, karmasik ekipman gerektirmezler ve bu
nedenle uygulanmasi kolaydir. Viriislerin hem vejetatif cogaltma ma-
teryalinde hem de tohumlarda kuru 1s1l islemlerle inaktivasyonu ba-
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saril1 bir sekilde gerceklestirildigi bircok literatiir ile desteklenmistir.
Rafikova ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada diisiik doz-
daki sodium dodecylsulfate konsantrasyonlarinin 52 °C’'de TMV'u kilif
proteininde diizensiz bir sekilde birikime neden olarak TMV’yi engelle-
digi gorulmiustir. Daha yiiksek dozlarda ise oda sicakliginda bile TMV
kilif proteininin yapisini tamamen bozmaktadir. Yapilan ¢alismalarda
tohum c¢imlenme orani istatistiki olarak énemli 6lciide etkilenmemistir.
Sicaklik uygulamalarda, 55 °C'de 2 saat sicak su, virus enfektivitesini
etkisiz hale getirse de tohum ¢imlenmesi lizerinde de zararh bir etki ile
sonuglanmistir. Bununla birlikte, kuru 1s1 muamelesi (48 ila 72 saat icin
72 veya 80 °C) tohum ¢imlenmesi lizerinde minimum etki ile PepMV
enfeksiyonunu azaltmada etkili olmustur (Ling, 2010).

Tomato Brown Rugose Fruit Virus (ToBRFV) ile enfekteli
domateslerden elde edilen 1000 tohumun tohum kabugunda virusiin
tasindig1 belirlenmistir. Bu tohumlara kabugundaki ToBRFV’ye karsi
%1-9 hidroklorik asit, %1-5 kalsiyum hipoklorit, %1-3 sodyum hipoklo-
rit, %10 trisodyum fosfat (TSP), %1 lik (%30-60 Asetik asit, %15.2 Pe-
roksiasetik asit ,%11.2 Hidrojen peroksit) iceren (%50 Potasyum pe-
roksimonopersiilfana) iceren, ticari preparatlarin 30 dk’lik uygulamala-
rinin yuzey dezenfeksiyonunu basari ile saglamaktadirlar. Enfekteli
meyvelerden alinan tohumlarda %0.8 oraninda ToBRFV’'nin endosper-
me gectigi tespit edilmistir. Bunun arindirilmasinda keselere konan ve
kuru hava iiflemesi yapan ve 50 rpm de donen makinalar igerisinde
(Sekil 1), 20 °C'de baslayip kademeli olarak 1 giinde 72 °C'ye ¢ikarmak
ve takiben 2 giin 72 °C'de tutma sonucunda ToBRFV’'nin patojenitesini
yitirdigi, cimlenmenin de %96 oldugu belirlenmistir (Fidan, 2022).

B. Diger Fiziksel Uygulamalar

Fiziksel uygulamalara ek olarak diisiik enerjili elektronlarin (6r-
negin e-ventus®) uygulamasina dayali bir tohum isleme teknolojisi
gelistirilmistir. Temelde, tohum yilizeyindeki patojenlere karsi etkili-
dir (Jahn ve ark., 2005). Yiiksek frekansh elektromanyetik, ultrasonik
dalgalar veya mikrodalgalar gibi cesitli diger fiziksel uygulamalar,
tohum muamelesi olarak uygunluklar agisindan incelenmistir (Ba-
ker, 1972; Bhaskara Reddy ve ark., 1998), ancak ticarilestirilecek
kadar bu uygulamalar basarili bulunmamistir.

Tohumla tasinan viriislerin inaktivasyonu i¢in gama 1sinlamasi
denenmistir. Megahed ve Moore (1969), 1sinlamadan sonra Prunus
spp. tohumlarinda Prune Dwarf Virus ve Necrotic Ring Spot Virus vi-
ruslerinin inaktivasyonunu bildirmistir. Sharma ve Varma (1975), 20
KR'de gama 151n1 tedavisi ile enfekte edilmis bortlce tohumlarindan
Cowpea Banding Mosaic Virus CpBMV'nin elimine edilmesinde umut
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verici sonuglar elde edilememistir. Daha yiiksek dozlarda (30 ve 40
Gy) virtisiin tohum gecisinde ¢ok az bir oranda azalma olmustur, an-
cak tohumlarin canlilig ciddi sekilde etkilenmistir. Tedaviden sonra
cimlenme iyi olmasina ragmen, fidelerin ¢ogu, gama 1sinlarinin neden
oldugu o6liimctl bir mutasyon nedeniyle erken dlmistir.

Sekil 1. Domates tohumlarinda ‘Kuru Hava Sterilizasyonu’.

Enfekte tohumlarin 2-tiourasil veya 1s1 gibi etkili kimyasal inhibi-
torlerle muamele edilmesi, ardindan gama 1sinlamasi, enfekteli to-
humlarin iyilestirilmesinde daha iyi sonuglar verebilmektedir. Barley
stripe mosaic virus (BSMV) ile yapilan arastirmalarada enfekteli to-
humlarin 10.000 rad gamma i1sinlar1 ile uygulamalar1 simptomlarin
ifadelerini 6nemli oranda azaltmistir. Tomato Mosaic Tobamovirus
(ToMV), Tobacco Mosaic Tobamovirus (TMV), Cucumber Mosaic Cu-
cumovirus (CMV), Soybean Mosaic Potyvirus (SMV) ve Lettuce Mosaic
Potyvirus (LMV) ile enfekte edilmis sekiz tohum partisi se¢ilmistir.
Bir grup dezenfeksiyon kimyasallarinin yaninda ozon (03) ve UV
(305 nm dalga boyu) kullanilarak viriis inaktivasyon uygulamalari
yapilmistir. Viriis konsantrasyonunu azaltmak icin en etkili tedaviler
HC], 1sitilmis su (65 °C) ve ozon (10 g m-3) olarak belirlenmistir. Bu
muameleler tohum kaynakli viruslerin konsantrasyonlarini sirasiyla
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%51, %42 ve %32 araliginda azaltmistir. Diger uygulamalar ise daha
az etkili bulunmus olup ve viriis konsantrasyonlarin1 %27-12 aral-
ginda azaltmistir. HCl ve ozon uygulamalari tohum ¢imlenmesini
olumsuz etkilemedigi icin en etkili ve uygulanabilir yontemler olmus-
tur (Paylan ve ark., 2014).

Yiizey sterilizasyonunu takiben 20 °C den baslayip bir giinde yavas
yavas yukselerek 72 °C ye ¢cikarmak ve bunu takiben de 72 °C'de 2 giin
boyunca donerek kuru hava uygulamalarinin tohum dezenfeksiyonunda
etkili oldugu bircok ¢alismada ortaya konulmustur. Bu islemleri goren
tohumlar molekiiler tekniklerle test edildiginde (RT-PCR, PCR ve RT-
gPCR) ¢ok diuisiik oranda pozitif sonuclar verebilmektedir. Yapilan uzun
151l islemler virilis hastaliklarinin patojenitesini (hastalik yapma yetene-
gini) kaybetmesine neden olacagindan bu tohumlar ¢imlendirilip hasta-
lik gozlemleri yapilarak tekrar test edilmelidir.

7. TOHUMLARDA TOBAMOVIRUS TESHiSI

Serolojik yontemlerden biri olan enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) dayanan bitki viriislerinin saptanmasi i¢in bir teknik
olarak, tohumlarda virtslerin saptanmasi i¢in basarili bir sekilde
uyarlanmistir. ELISA saglam bir teknik olarak kabul edilir ve viral kilif
proteinin alt birimlerinin saptanmasini saglar. Bununla birlikte,
ELISA'nin iki ana sinirlamasi vardir: Yanlis-negatif ve pozitif sonuclar ile
her etmen i¢gin antiserumun bulunmamasidir. Analiz i¢in kullanilan
antikorlarin o6zgulligli degisebilir ve yanlis sonucglara yol acabilir.
Uluslararasi Tohum Federasyonu (International Seed Federation-ISF-
http://www.worldseed.org/), Uluslararast Tohum Test Dernegi
(International ~ Seed  Testing  Association-ISTA  https://www.
seedtest.org/en/seed-health-methods-_content---1--1452.html) ve Sebze
Mahsulleri icin Uluslararas1 Tohum Saghig Girisimi (International Seed
Health Initiative for Vegetable Crops-ISHI-Veg http://www.worldseed.
org/our-work/phytosanitary- matters/seed-health/ishi-veg/#protocols)
tohum stok malzemelerinde patojen teshisi icin protokolleri uyarlamas,
gelistirmis ve dogrulamistir (Cizelge 12).

Cizelge 12. Tobamovirus'ler ve diger virlis etmenlerinin analizi icin gerekli
ornek sayilari ve uygulama yontemleri

Tobamovirus’ler Toplam/ Analiz yontemi
boéliinmiis
dérnek sayilari
Tobacco mosaic virus 3000 Simptomatolojik: lokal lezyonlar;
(TMV) 250X12 indikator bitkiler
* Biber/domates Serolojik: ELISA
Molektler: RT-PCR/gRT-PCR
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Cizelge 12 (devam). Tobamovirus’ler ve diger viris etmenlerinin analizi
icin gerekli ornek sayilari ve uygulama yontemleri

Tobamovirus’'ler Toplam/ Analiz yontemi
boéliinmiis
drnek sayilari
Tomato mosaic virus 3000 ELISA
(ToMV) 250X12 Simptomatolojik: lokal lezyonlar;
* Biber/domates indikator bitkiler
RT-PCR/gqRT-PCR
Tomato brown rugose 3000 ELISA
fruit virus (ToBRFV) 250X12 Simptomatolojik: lokal lezyonlar;
* Biber/domates indikator bitkiler
RT-PCR/gqRT-PCR
Pepper mild mottle virus | 3000 ELISA
(PMMoV) 250X12 Simptomatolojik: lokal lezyonlar;
*Biber/domates indikator bitkiler
Opsiyonel: RT-PCR/gRT-PCR
Potexvirus 3000 ELISA
Pepino mosaic virus 250X12 Simptomatolojik: lokal lezyonlar;
(PepMV) indikator bitkiler
*Domates Nicotiana benthamiana’da enfeksiyon
Opsiyonel: RT-PCR/qRT-PCR
Comovirus 2000 ELISA
Squash mosaic virus 100X20 Opsiyonel: RT-PCR/qRT-PCR
(SqMV)
*Kabakgil
Carmovirus 2000 ELISA
Melon necrotic spot virus | 100X20 Opsiyonel: RT-PCR/qRT-PCR
(MNSV)
*Kabakgil
Potyvirus 2000 ELISA
Pea seed-borne mosaic 100X20
virus (PSbMV)
* Bezelye
Chlorovirus 2000 ELISA
Pea early-browning virus | 100X20
(PEBV)
*Bezelye

Solanaceae bitkilerini enfekte eden ToBRFV, TMV, ToMV ve
PMMoV gibi Tobamovirusler veya Potexvirus Pepino Mosaic Virus
(PepMV) i¢in en az 3000 tohum ve bunlar 250 serlik lotlar halinde 12
partiye ayrilarak test edilmelidir. CGMMV, Melon Necrotic Spot Virus
(MNSV, Carmovirus) ve Squash Mosaic Virus (SqMV, Comovirus) gibi
kabakgilleri enfekte eden tohum kokenli virtslerin ve PSbMV
(Potyvirus) ve PEBV (Kloroviriis) enfekte edenlerin tespiti i¢in kabak
ve bezelye tohumlari, her biri 200 tohumdan olusan 20 parti (toplam
2000 tohum) gereklidir. Testlemelerde %0.15 veya daha yiiksek
enfeksiyonlarin tespit edilmesi olasiliginin %95'ini saglamak icin 100
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tohumdan olusan 20 alt numuneyi test etmek gerekmektedir. Kararh
bir tohum teshisinin etkinligi birka¢ parametreye dayanir. Bunlar;
homojen tohum partisinden tohum numunelerinin rastgele
toplanmasi ve ¢imlenme deneylerine paralel olarak kalibre edilen ve
incelenen tohum dezenfeksiyon islemleri gibi parametrelerdir. ELISA
testi yalnizca kilif proteininin alt birimini saptadigindan, ELISA
sonuclar ile viral partikiillerin durumu veya enfektivite derecesi
arasinda dogrudan bir baglanti kurmak miimkiin degildir. Bu sebeple
imkanlar dahilinde tohum testlemelerinde Amplifiye kismi genom
fragmentlerinin saptayan ters transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyonu (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction RT-
PCR) veya Kkantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction gRT-PCR) gibi
daha hassas molekiiler tabanli yontemler kullanilmahdir. Bu
testlemelerde zaman sorunu yok ise tohumlar ¢imlendirilerek test
edilmelidir.

Tohum saghgi ve canlilif, lirliniin verimini ve kalitesini sagla-
mada hayati bir rol oynar. Tohum saghgini etkileyen cesitli faktorler
arasinda en 6nemlisi tohumla tasinan bitki viriis hastaliklaridir. Ayri-
ca, viral hastaliklarin kolay bicimde yayilmalar1 nedeniyle, 6zellikle
sonbahar dénemi lretimlerinde 6nemli ekonomik kayiplara yol ag-
maktadir. Bu nedenlerden dolayi, hastaligin yayilmasini engellemek
icin korumaya yonelik 6nlemler 6nem kazanmaktadir. Viriis hastalik-
larinin kontroliinde etkili vektor ve yabanci ot miicadelesi, erken tani
ve teshis, viriis kaynaginin yok edilmesi temel koruyucu oénlemler
tiretimin devamliligl icin hayati 6nem tasimaktadir. Virtsler ile mii-
cadelenin temelini virlsten ari lretim materyali olusturmaktadir.
Tohum kaynakl viriislerin etkin kontrolii, enfeksiyon kaynagi orta-
dan kaldirilarak saglanabilmektedir. Viriisiin ana veya tek kaynagi
tohum enfeksiyonu oldugunda, virtissiiz tohum bir hastaligin kontro-
lii i¢cin ¢ok etkili bir ara¢ olabilmektedir. Tohum kaynakli virtislerin
kontroliinde tohum tedavileri biyolojik, kimyasal, fizyolojik ve meka-
nik yontemlerin kullanimini igerir. En yaygin kullanilanlar1 kimyasal
ve fiziksel yontemlerdir. Bu yuizden, viral etmenler ile miicadelede
liretim materyalinin virtisten arindirilmasi ve inaktiflestirilmesi ha-
yati 6nem tasimaktadir. Enfekteli tohumu trisodyum fosfat (TSP),
hidroklorik asit (HCL), kalsiyum hipoklorit (Ca(Cl0);), ozon (0O3),
hidrojen peroksit (Hz02), asetik asit (CH;COOH) ve sodyum hipoklo-
rit (NaClO) soliisyonlarinda bekletmek, tohum kaynakli viriislerin
inaktivasyonu icin en giivenli, en ucuz ve en etkili yoldur (Domb-
rovsky ve Smith, 2017). Fiziksel kontrol yéntemleri, tohumdan deri-
ne yerlesmis enfeksiyonlar1 yok etmek igin 1s1 ve sicak su uygulama-
larinin kullanimini icerir. Kimyasal kontroltin yetersiz kaldig1 durum-
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larda tohum kaynakl viruslerin kontroli i¢in termoterapi kullanil-
maktadir. Bugiine kadar farkli dezenfektan ozellikteki kimyasallar ve
termoterapi yontemleri kullanilarak sebze tohumlarindaki virtslerin
inaktivasyonuna odaklanan g¢esitli calismalar yapilmistir.

8. SONUC

Hijyenin en oOnemli unsur olarak karsimiza ¢iktig1i tohum
sektoriinde baslangic materyalinin hastaliktan ari veya izolasyon
mesafelerine dikkat edilerek iiretimini yapilmasi ve diizenli
kontrollerin yapilarak test edilmesi gerekmektedir. Tohum
aktariminin viral, bakteriyel ve fungal yayilmaya katkisi, tohumdan
fideye aktarim hizinin diisiik oldugu kosullarda bile 6nemli
olabilmektedir.

Tohumlarda bulunma olasiligt var olan ¢esitli mikro
organizmalarin teshis edilmesi ve ortadan kaldirilmalari i¢gin ¢esitli
uygulamalar  yapilabilmektedir. Bu  bélimde; tohumlarda
bulunabilecek fungal, bakteriyel ve viral etmenlerin teshisinde ve
eradikasyonunda kullanimi miimkiin olan fiziksel ve kimyasal bazi
yontemler aciklanmistir. Bununla birlikte kullanilacak her yéntemin,
tohumun fiziksel ve fizyolojik 06zelliklerine gore degiskenlik
gosterecegi de g6z oniinde bulundurulmahdir.
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