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Ozet. Klorofil Floresan (KF) metodu tohumlari herhangi bir i1slatmaya tabi tutmadan, tohum neminde
herhangi bir degisim olmadan olgun ve az olgun tohumlari ayirma temeline dayanmaktadir. Bu
metodun prensibi, tohumlarin olgunlasma sirecinde bulundurmus oldugu klorofilin olgunlasma
gergeklestikce parcalanmasini baz alarak tohumlara verdigi kirmizi isigin (670 nm) emilen ve emilmeyen
kisminda yansimasidir. Bu galismada, iki farkli olgunluk déneminde hasat edilen ve Klorofil Floresan
ayirim teknigi ile olgunluk durumlari (az olgun yada asiri olgun) belirlenen Carliston, 11B14, Yaglk ve
Kandil Dolma gesitlerine ait 8 yillik tohum partilerinin ¢gimlenme performansi (toplam-normal ¢cimlenme
orani %), protein miktari (ham protein) ve funguslarin tespit edilmesi amaglanmistir. I. hasata ait kontrol
grubu tohumlarinda en fazla normal cimlenme orani (%30) yaglik cesidinde belirlenmis ancak
depolama siiresine bagh olarak canllik ciddi oranda azalmistir. KF ayirmi ile klorofil degeri yiksek
olarak belirlenen gruplarinda ise kayda deger bir canhlik bulunmazken, klorofil degeri distik grupta da
yine Yaglk cesidi kismen cimlenme (%39) gostermistir. IV. hasata ait tohum gruplarinda ise; kontrol
tohumlarinda Kandil Dolma ve Yaglik en yiiksek normal ¢imlenme performansi (%88-89) gostermistir.
KF ayirimi ile klorofil degeri yliksek olarak belirlenen gruplarinda I. hasat tohumlarina gére daha ylksek
canlilik belirlenerek, dne ¢ikan cesit %63 orani ile kandil dolma cesidine ait tohumlar olmustur. Klorofil
degeri dislk grupta olgunlugun daha yliksek olmasi sebebiyle genel olarak canlilik %62-95 arasinda
belirlenmistir. Protein analizi sonuclarinda; 6zellikle Carliston ve Yaglik gesitlerinde klorofil degeri distik
olan ve IV. hasata ait tohumlarda digerlerine nazaran daha ylksek degerler elde edilmistir. Belirlenen
funguslar; Cladosporium spp., Aspergillus flavus, Rhizopus stolonifer, Penicillium spp.'dir. Carliston,
Kandil Dolma ve Yaglik biber cesitlerinde IV. hasat tohumlarinda klorofil ayrimi ile yiksek ve distik
klorofil degerleri saptanan gruplarda fungus saptanmamistir.

Determination of the Viability Parameters in Pepper Seeds Separated by Chlorophyll
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Abstract. Chlorophyll Fluorescence (CF) is based on the separation of mature and less mature seeds
without any change in seed moisture and without water uptake any seeds. The principle of this method
is the reflection of the red light (670 nm) which is given to the seeds on the basis of the rupture of the
chlorophyll in the ripening phase of the seeds. In this study, it was aimed to determine the germination
rate, protein amounts and presence of fungal agents of 8 year old seeds of Carliston, 11B14, Yaglik and
Kandil Dolma cultivars which were harvested in two different maturity periods and their maturation
stages were identified as underripe, overripe by CF separation technique. The most normal germination
rate (30%) in control group of first harvest was determined in Yaglik, however, the viability rate was
decreased depending on storageperiod. While no significant viability was found in the groups with high
chlorophyll rate by CF separation, Yaglik again partly germinated (39%) in the group with low chlorophyll
rate. However, in seed groups of 4th harvest Kandil Dolma and Yaglik had the highest normal germination
performance (88-89%) in control groups. Higher viability rate was determined in the groups with high
chlorophyll rate through CF separation compared to 1st harvest seeds and the outstanding species was
Kandil Dolma seeds with 63%. Because maturity was higher in the group with lower chlorophyll rate, the
viability was generally determined between 62-95%. In protein analyse, higher values were obtained in
4th harvest seeds with lower chlorophyll rates in Carliston and Yaglk compared to the others. The
determined fungal agents were Cladosporium spp., Aspergillus flavus, Rhizopus stolonifer, Penicillium spp.
No fungal agents were identified in the groups determined high and low chlorophyll values through CF
separation in 4th harvest seeds in all cultivars.

ORCID ID (Yazar sirasina gore/By author order)

0000-0001-5307-5194

0000-0002-7011-5183


http://orcid.org/0000-0003-0296-7605

Kenanoglu ve Dinler, Klorofil Floresan Metodu ile Ayrilan Farkli Olgunluk Dénemlerindeki Biber Tohumlarinda Canlilik

Parametrelerinin Tespiti

GiRiS

Ulkemizde en cok Uretilen sebze domates olup,
biber en ¢cok Uretilen sebzeler icerisinde 2.5 milyon ton
ile Gclincli sirada olmaktadir (TUIK 2017). Biber hem
ortu altinda hem de agikta yogun yetistiriciligi yapilan
trler arasindadir. Turkiye istatistik Kurumu'nun 2017
yili verilerine gore Tirkiye'de 945.301 ton sivri biber
Uretimi kayit edilmistir. TUm sebze tirlerinde oldugu
gibi biber icin de tohum veya tohumluk kalitesi
Uretimin en 6nemli kriteri olurken, buna bagl olarak
basarili Uretimin saglanmasi igin tohum kalitesi ve
saglikli fide elde edilmesi gerekir. Bircok sebze tlriinde
onemli dlctide verim ve kalite kayiplarina viral, fungal
ve bakteriyel hastalik etmenleri ile nematotlar gibi
biyotik faktorler neden olabilmektedir. Tim Gretim
alanlarinda énemli zararlara neden olan bu patojenler
gerek tohum gerekse fide ile tasinabilir ve bitkide kok
hasarlarina, vejetatif aksamda kiiclilme, gévdenin ince
ve zayIf olmasi, yetersiz giceklenme, meyvede kalite
kayiplarina neden olabilir. Erken yada ge¢ hasatlar
ekolojik faktorlere de bagh olarak zayif ¢cimlenme ve
tohum glictine yol agmaktadir (Delouche 1980).

Tohum olgunlasma doneminde tohum nem icerigi
ve yas agirlik azalirken, kuru agirlik az oranda artis

gosterir.  Ancak tohumda olgunlasma olmadan
tohumun gimlenme ozelligi kazanabildigi
belirlenmistir. Gelismenin ilk dénemlerinde ana

bitkiden ile dokulardan ayrilan embriyolar ¢cimlenme
ortaminda kokcik cikigi gérilmistir. Ik olarak
¢imlenme 6zelligini kazanan embriyonun, daha sonra
sirayla kuruma toleransi, tohum glictii ve depo 6mru
ozelliklerini kazandigi ifade edilmistir (Bradford 2004).
Dollenmeden sonra tohum gelisimi sirasinda meydana
gelen nem igerigindeki azalma ve kuru agirlik artisinin
hangi oranda meydana geldigi cevre faktorlerine ve
turlere bagl olarak degisiklik gdstermektedir. Fide
Uretiminde kalite kaybi; hasat zamanlarindan kaynakli
olgunluk farkhhklari, tohum canliliinin depolama ve
yaslanma ile azalmasi, Uretim ve buna bagl igsel ve
dissal faktorlerin toplamindan kaynaklanan tohum
glicti  kayiplar olusabilir. Biber tlrinin surekli
ciceklenen bir yapiya sahip olmasi sonucu farkli
olgunluklardaki meyvelerden hasat edilen tohumlarin
ayni tohum partisinde olabilmektedir. Kademeli
ciceklenme sonucu meyveler farkli olgunluklarda
oldugu igin tohumun olgunluk seviyesi degismektedir.
Az olgun tohumlar yavas ¢cimlenmekte ve zayif fideler
meydana getirerek populasyonun genel performansini
distrmektedir. Fide sektoriinde 6zellikle cimlenmeyen
her tohum igin harcanan enerji, torf, serada ayrilan yer,
iscilik gideri Uretim kaybi ve masraf olusturmaktadir.
Harrington'un hipotezinden farkli olarak tohum

kalitesinin  maksimum  dlizeye ulastiktan sonra
dismedigi ve bu tlrlerde gec hasatlarda yiksek olan
tohum nem icerigine baglanabilecegi kaydedilmistir
(Demir 1994).

Ticari amacli Uretilen tohumlarin dretim fazlasi,
genetik, ekolojik, fizyolojik veya ekonomik gibi ¢esitli
nedenlerle depolanmasi  gerekmektedir.  Ancak
depolama sirasinda basta canlilik ve gi¢ kaybi gibi
fizyolojik ve biyokimyasal degisimler ortaya
cikmaktadir. ideal depo kosullari tohumlarda canlilik
ve gli¢ kaybi olmadan ya da en az kayip olacak sekilde
ayarlanarak yapilmahdir. Fiziksel ve kimyasal bazi
teknikler kullanilarak yanilma ihtimali olmasi yaninda
tohum canlihgi  belirlenebilmektedir. Tohumda
fizyolojik ve fiziksel bozulma stireci tam olarak bilindigi
takdirde tohum canliigi tohuma zarar vermeden
degerlendirilebilir. Ozellikle Klorofil Floresan metodu
gibi tekniklerle tohum partilerinde 6li yada ham
tohumlarin  elimine edilmesi ile ciftci Uretimde
kullandigi tohumun saglamligi konusunda endise
duymamaktadir. Tohumun olgunlasma sirecinde
gosterdigi  6nemli bir degisiklik erken gelisme
doénemindeki klorofil miktarinin hizla parcalanmasi ve
tam olgunlukta cok az ya da tamamen kaybolmasidir.
ilk kez kolza tohumlarinda yag kalitesinin saptanmasi
amaciyla klorofildeki degisim ve tohum olgunlugu
arasinda yakin bir iliski bulunmustur (Ward et al,
1995). Havug ve soya fasulyesinde tohumun kapsadigi
klorofil miktari tohumun canliik degerleri ile negatif
bir iliski gostermistir (Kwong 1991). KF metodu, 2000'li
yillarin basinda saptanan tohumlarin olgunlasma
sirecinde icinde bulundurmus oldugu klorofilin
olgunlasma gerceklestikce parcalanmasini baz alarak
tohumlara verdigi kirmizi 1sigin (670 nm) emilen ve
emilmeyen kisminda yansimasi esasina dayanan bir
metottur (Jalink et al, 1996). Metodun temelinde
klorofil miktari ile kalite arasinda negatif bir iligki
bulunmaktadir; daha fazla klorofil daha dustk kaliteyi
daha az klorofil ise daha yulksek kaliteyi temsil
etmektedir. Klorofil floresan 6l¢imid, tohumdaki
klorofil a (klorofil b den daha hizli parcalanir)
miktarinin  6l¢imdndn  tohuma zarar vermeden
yapilmasi esasina dayanir. Olgunlasma suresince
tohum ve tohum kabugundaki klorofil miktari duser,
bodylece kalite artar. Bu ylzden tohum kalitesi,
tohumdaki klorofil miktari ile iliskilendirilmistir.

Tohum kalitesinde ¢imlenme performansinin
yaninda tohum kaynakli patojenlerin etkisi de
yadsinamaz. Tohum partisindeki ham tohumlarin fazla
oranda bulunmasi ile patojen varligini disiik ¢cimlenme
oraninin sebebidir (Noots et al., 1998). Cimlenmenin
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fizyolojik tahmini yapilabilmesine ragmen tohum
kaynakli  patojenler tohuma zarar vermeden
belirlenememektedir. Mikrobiyal durum ¢imlenme
orani ve kalite ile etkilesim halindedir (Schwarz et al,
1995). Tohum kalitesinde belirleyici olan maksimum
¢imlenme ve normal fide orani yaninda tohumun
patojen ile enfekteli olup olmamasidir. Ulkemizde
yetistiriciligi  yapilan bir¢ok Uriinde oldugu gibi,
sebzelerde de (biber, domates, hiyar, kabak vs.) verim
ve kaliteyi sinirlayan faktorler arasinda birgok
fungusun olusturdugu hastaliklar 6nemli bir yere
sahiptir. Bu hastaliklardan bir kismi Gretim asamasinda
tohum ile birlikte tasinmakta, hasat ve harman
sirasinda hastalikli tohumlar ile saglikli tohumlar
karisip tarladan tarlaya genis alanlara yayilmaktadir.
Dolayisiyla yetistiricilikte tim kilttrel dnlemler (toprak
isleme, glbreleme, sulama vb.) en iyi sekilde yapilsa
bile Grlin miktarinin  ve kalitesinin artmasinda
kullanilan ~ tohumun  niteligi  6nemlidir.  Kaliteli
tohumluk kullanmanin Griinde %20-25 oraninda verim
artislar sagladigi bildirilmistir (Sehirali 1989). Tohum
kaynakli patojenlerin neden oldugu; tohumun
¢imlenme yeteneginin azalmasi veya tamamen yok
olmasi, tohumda meydana gelen biyokimyasal
reaksiyonlar, toksin olusumu, tohumlarda renk ve sekil
degisiklikleri ve dolayisiyla meydana gelen ¢lrimeler
vs. urin miktarinin  (%15-30) azalmasina neden
olmaktadir (Neergaard 1988).

Bu calismada, iki farkli olgunluk déneminde hasat
edilen ve Klorofil Floresan ayirnm teknigi ile olgunluk
durumlan (az olgun yada asin olgun) belirlenen
Carliston, 11B14, Yaglik ve Kandil Dolma cesitlerine ait
8 yillik tohum partilerinin ¢imlenme performansi
(toplam-normal cimlenme orani %), protein miktari
(ham protein) ve funguslarin tespit edilmesi
amaclanmistir.

MATERYAL VE METOT

Arastirma Usak Universitesi Ziraat ve Doga Bilimleri
Faklltesi  Arastirma  Laboratuarinda 2017-2018
yillarinda ydrGtilmuistir. Bu cahsmada, 2 farkh
olgunluk (I. Hasat: ham tohum doénemi, IV. Hasat:
olgun tohum dénemi) doneminde hasat edilen ve KF
metodu ile olgunluk durumlar (az olgun (ytksek
klorofil) yada asiri olgun (distk klorofil) belirlenen
Carliston, 11B14, Yaglik ve Kandil Dolma gesitlerine ait
+4 °C de buzdolabinda hermetik ortamda depolanmis
8 yillik tohum partileri kullaniimistir.

Tohum Partilerinin Baslangi¢ Canliliklarunin
Belirlenmesi

Tohum  partilerinin  baslangic  canhliklarinin
belirlenmesi amaciyla tim tohum partilerinde standart

cimlendirme testi yUrGtulmustir. BGtin  tohum
partileri 4x50 tekerrir x tohum Uzerinden canlilik
testine tabi tutulmus ve baslangic canliliklan
belirlenmistir. ~ Nemlendirilmis  kurutma  kagd
arasinda, karanlk ortamda, 25 °C'de 14 gln tutularak
glinliik sayimlar yapilmistir. Ayrica normal gelismis fide
orani da saptanmistir. Uluslararasi Tohum Test Birligi
(ISTA 2003) kurallarina gore toplam ve normal fide
orani ¢cimlenme kriteri olarak degerlendirilmistir.

a7

:',7_:» - ? B %
Sekil 1. Kandil Dolma cesidinin farkli hasat dénemleri.
Figure 1. Kandil Dolma cultivar’s different harvest periods.

Ortalama ¢imlenme zamanu:

Ortalama cimlenme zamani, ¢cimlendirme denemesi
sirasinda yapilan ginlik sayimlardan elde edilen
degerlerle asagidaki formilden vyararlanilarak gin
olarak hesaplanmistir (Demir et al., 2008).

OCZ=XnD/%Zn

Esitlikte; OCZ: Ortalama ¢imlenme zamani n: D. giinde
cimlenen tohum sayisi

Protein Analizi

Tohum partilerine ait ham protein (HP) degerleri,
toplam azotun Kjeldahl yontemiyle yapiimistir (AOAC
1998).

Yas yakma

1 mm'lik elekten gegecek sekilde 6gutilmis tohum
numunesinden 0.5 g tartilarak kjeldahl tupine
konulmus, 15 ml %98'liksdilfirik asit ve 1 adet kjeldahl
tableti eklendikten sonra tipler kjeldahl aygitinin yas
yakma kismina yerlestirilmistir.  Aygitin isiticisi
calistinlarak 410 °C'ye kadar dereceli olarak isitilmis ve
sicaklik 410 ‘C'de sabit kalacak sekilde tlp igerigi
berrak yesilimsi renk alana kadar i1sitma islemi devam
edilmistir. Isiticinin ¢alismasi ile es zamanh olarak
kaynama esnasinda buharlasan silfirik asiti ortamdan
uzaklastirmak icin vakum sistemi de calistinlmistir.
istenilen berrak yesil renk elde edildikten sonra cihaz
kapatiimis ve tlpler sogumaya birakilmistir.

Destilasyon
Yas yakma sonrasi soguyan tipler 50-60 ml saf su
ile sulandirlarak destilasyon makinesinin buylk
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tiplerine  aktarilmis  ve  destilasyon  cihazina
yerlestirilmistir. Destilasyon tam otomatik cihazda
yapilmistir. %40k 60 ml NaOH kullanilmistir. Elde
edilecek destilatin toplanacagi ve 25 ml %4 Itk borik
asit iceren erlen cihazin toplayici kismina yerlestirilmis
ve destilat 150 ml oluncaya kadar destilasyona devam
edilmistir.

Titrasyon

Titrasyon 0.1 N Hidroklorik asit ile yapilmistir.
Titrasyonda harcanan Hidroklorik asit miktari ml olarak
belirtiimistir. Hesaplama asagidaki sekilde yapilmistir:

6.25x14.01x0.1x(a — b)
p x10

%Ham protein = 0

Esitlikte;

a: Titrasyon da harcanan HCl miktari, ml

b: Kér denemde titrasyonda harcanan HCI miktari, ml
c: Kullanilan HCI konsantrasyonu (N)

Funguslann Tespiti

Carliston, 11B14, Yaglk ve Kandil Dolma cesitlerine
ait, KF olgimleri yapilmig ve ayrim yapilmamis tohum
orneklerinde fungal etmenlerin tespiti ve tanilanmasi
icin agar plate (AP) yontemi kullanilmistir. Tohumlarda
gelisen fungal etmenleri belirleyebilmek igin, fungal
mikroorganizmalarin besi yerinde olusturdugu hif,
miselyum ve koloni gelisimleri dikkate alinmistir. izole
edilen funguslar, teshis icin morfolojik o&zellikleri
bakimindan x 40 biyttmeli 1stk mikroskobunda ayri
ayri incelenerek, cins ve/veya tir dizeyinde
tanilamalari, Raper and Fennell 1965; Von Arx 1970;
Barnett and Hunter 1972; Neergaard 1988; Domsch et
al., 1980'e gore yapilmistir.

AgarPlate yontemi

Bu ydntemde yilzey dezenfeksiyonu yapilmis
tohumlar kullanilmistir. Yizey dezenfeksiyonu igin,
biber tohumlan %1'lik NaOCl' de 1 dk tutulduktan
sonra 3 kez steril saf sudan gegirilerek steril kurutma
kagitlari arasinda kurutulmustur. Yizey sterilizasyonu
yapilmis ve yapilmamis tohumlar, streptomycin (0.1
g I"") iceren PDA ortami lzerine 25 adet olmak Uzere
esit araliklarla ekimi yapilmistir. Daha sonra petri
kaplari 22+2°C 7 gln inkubasyona birakilmistir.
Deneme 3 tekerrlrli ve her tekerrirde 25 tohum
olacak sekilde kurulmustur. Biber tohumlarinda fungal
mikroorganizma bulasiklik orani, incelenen tohum
sayisindaki, fungal mikroorganizma ile bulasik tohum
sayisi tespit edilerek, asagida belirtilen formiile goére
tespit edilmistir.

Fungal mikroorganizma ile bulasitklik oranmt
Bulasiklik orant = x100

incelenen tohum sayist

istatistiksel Analiz

Calismada yer alan cimlendirme ve protein
analizleri tesadif parselleri deneme desenine uygun
olarak yUrutulmistir. SPSS paket programinda
aralarinda istatistiksel olarak fark bulunan tohum
partileri Duncan (0.05) testi ile ayirt edilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Tohum kuru madde miktari ve tohum kalitesi ile
ilgili olarak domateste yapilan calismada, maksimum
tohum kalitesinin bir gostergesi olan en ylksek
depolama &6mriinin, tohum kuru maddesinin en
yuksek seviyeye ulastigi donemden (dollenmeden 70
glin sonra) 1-2 hafta sonra meydana geldigini
belirtilmistir (Demir and Ellis 1992). Geciken hasatlar ile
tohum ana bitki Uzerindeyken yaslanabilmekte ise de
yapilan uygulamalar (tohum isleme teknikleri,
depolama vb.) baslayan yaslanma  sirecini
degistirmektedir. Tohumda kalite kaybi olarak ifade
edilen yaslanmanin sonu tohumun 6limu olarak ifade
edilmektedir (Khanal 1990). Havug¢ tohumlarinda
optimum hasat zamanini belirlemek igin yapilan
calismada; olgunlasma siresince havug tohum
kabugundaki klorofil miktarinda azalma ile bu siirecte
tohum rengi yesilden kahverengiye dondigu
belirlenmistir (Steckel et al, 1989). Calismamizda, .
hasatta KF ayirimi yapilmayan kontrol gruplarini tirler
bazinda karsilastinrsak en iyi performans Yaglik
cesidinde elde edilirken tiim turlerde canlilik %11-39
arasinda bulunmustur. Depolama siliresince bu az
olgun (I. hasat) tohum gruplarinda canlilik ciddi oranda
azalmistir. KF ayinmi ile belirlenen KF dustk olan
depolanmis tohum gruplarinda canliik Carliston ve
11B14 cesitlerinin - tohumlarinda canlilikta artis
belirlenmistir. IV. hasat tohum gruplarinda ise canlilik
%49-89 arasinda bulunurken, KF ayirimi ile canlilik %10
(KF dusuk (1) grupta) artmistir (Cizelge 1). KF analiz
dagilimina goére olgunluk donemi ilerledikce Klorofil
Floresan degeri azalmis ve IV. dénemin hasat igin
uygun oldugu tespit edilmistir. Klorofil icerigindeki
disus, tohumun ¢imlenme performansini
yukseltmistir. Klorofil floresan ayrimi V. hasat
doénemine (olgunluk sirecine) ve depo kosullarina
bagh olarak 6nemli dizeyde anlamli bulunmustur
(P<0.05).

Lahana tohumlarinda bu durum renklenme olarak
adlandirilirken, tiir ve geside baghdir. Ayrica kolza ve
turp tohumlarinda da olgunluk ve klorofil miktar
arasinda iliski belirlenirken, turp tohumlarinda da, kuru
tohumlar ezilip ekstrakte edildikten sonra 625, 665 ve
705 dalga boyundaki 1511 sogurmasi ile klorofil
icerigine bakilmistir. Ayrica, turp tohumlarinin nem
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kapsami %10 ve Uzerine ciktikca mevcut klorofil
miktari da artig gostermistir. Olgunluk hormonu olan
etilen Uretiminin turp ve kanola kotiledonlarindaki
klorofile etkisi ise net olarak bulunmamistir (ISO 1992;
Ward et al.,, 1995; Ward et al., 1992).

Calismamizda, ortalama ¢imlenme  zamani
sonuclarina gore KF ayirimi oOzellikle ham dénem
(I.hasat) hasadinda daha belirgin avantaj gostermistir.
Ancak olgun dénemde hasat (IV. hasat) ile elde edilen
tohumlarda KF ayirimi ile belirlenen KFTgrup en gecci
olarak belirlenmistir (Cizelge 2.)

Yaghk cesidinde KF ayirimi yapilmis 4. hasat
tohumlarinda klorofil miktari ylksek olan grupta
fungal etmenler tespit edilirken, klorofil disiik olan
olgun grupta tespit edilmemistir. Kandil Dolma
cesidinde 1. hasat doneminde alinan ham tohumlarda
KF ayirmi patojen agisindan belirgin bir fark ortaya
koymamistir (Sekil 2).

Carliston biber cesidinde 1.hasat déneminde KF
ayinmi yapilan ve klorofil miktari yiksek bulunan
tohumlarda patojen tespit edilmistir. Agar plate
ortamina ekim yapilan tohumlara yiizey sterilizasyonu
uygulanmis olup, testadaki etmenler elimine edilmistir.
Ancak 11B14 biber ¢esidinde ise klorofil miktari distk

olmasina ragmen fungal bulasiklik gérilmustdr (Sekil
3).

Sekil 2.
belirlenmesi.
Figure 2. Fungal agents determined on pepper seeds by
agarplate method.

Agarplate etmenlerin

yontemiyle

fungal

Cizelge 1. KF ayrimi yapilmis ve yapilmamis biber tohum partilerinde ¢cimlenme oranlari(%).
Table 1. Germination rates in pepper seed parties with and without CF(%).

Cesitler Kontrol l.hasat I. hasat Kontrol IV.hasat IV.hasat Ort.
KF1 KF | KF1T KF |
T¢ N¢ T¢ N¢ T¢ N¢ T¢ N¢ T¢ N¢ T¢ N¢ T¢ N¢

Kandil 19b 15 Ob Ob 13b 2b 89a 88a 71a 63a 95a 91a 47.8a 432a
dolma

Carliston 28a 17b  8a 4a 32a 15b 83a 82a 40b 2% 91a 90a 47a  39.5a
11B14 11b 8b Ob Ob 31a 20a 49 44b 7c 7c 65b  62b  27.2b  23.5b
Yaghk 39a 30a 4ab 4a 39a 27a 8% 89 53b 44ab 96a 95a 53.3a 48.2a

Ort. 243 17.5 3 2 28.8 16 775 758 428 358 86.8 845

*Farkli harfler farkhliklarin 6nemini P<0.05 dlzeyinde gostermektedir (Duncan test). Harflendirmeler ayni situndaki grup karsilastirmasina
aittir. * KF1: Klorofil floresan degeri yiiksek deger. T¢: Toplam gimlenme, Ng: Normal gimlenme.

Cizelge 2. KF ayrimi yapilmis ve yapilmamis biber tohum partilerinde ortalama ¢imlenme zamanlari (giin).
Table 2. Mean germination times (day) in pepper seed parties with and without CF.

Cesitler Kontrol I. hasat I. hasat Kontrol IV.hasat IV.hasat
KF 1 KF | KF 1 KF |
Kandil dolma 4a Ob 6b 2a 3a 2a
Carliston 3.5a Sa 3a 2a 4a 2a
11B14 6b Ob 3a 3a 6b 3a
Yaghk 3a 6a 3a 2a 4a 2a
Oort. 4 2.8 3.8 2.3 43 2.3

*Farkli harfler farkhliklarin 6nemini P<0.05 dlzeyinde gostermektedir (Duncan test). Harflendirmeler ayni situndaki grup karsilastirmasina
aittir. * KF1: Klorofil floresan degeri yliksek deger. T¢: Toplam ¢imlenme, N¢: Normal ¢cimlenme.
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Sekil 3. I. hasat dénemine ait biber tohumu partilerinde agarplate teknigi ile belirlenen Cladosporium spp.ve Penicillium spp.

etmenleri.

Figure 3. Cladosporium spp. and Penicillium spp. factors determined by agarplate technique in I. harvest pepper seeds.

Konstantinova et al. (2002) arpa tohumlan ile
yaptiklari calismada, klorofil floresan sinyali ile patojen
varligi arasinda baglanti bulunmustur. Yiksek klorofil
icerigi  enfeksiyon oranini arttirmistir.  Enfekteli
tohumda gerceklesen klorofil parcalanmasi ile patojen
varligi arasindaki iliski tam aciklanamamakla birlikte,
arpa tohumunun klorofil siniflandirmasi ile ham ve
hasta tohumlarin ayrilabilmesi ile tohumlarin
¢imlenme kalitesi arttirilmistir. Klorofil Floresan ayrim
teknigi bazi tiirlerde tohum sagliginin iyilestirilmesi ve
saghkh  tohumlarin  saptanmasi  amaciyla da
kullanilmistir.  Yiksek  klorofil kapsami ile
populasyondan ayrilan tohumlarin ayni zamanda
populasyonun ekimden sonra daha saglikl bitkilerin
olusmasina yardimci olmustur. Tohumlarin klorofil
miktarina gore ayrimi ile populasyonun kalitesi artarak
fiziksel sanitasyon kosullarina dayanimlarini artirmis ve
dolayisiyla da hastalik riski olan tohumlarin ortamdan
uzaklastinlarak daha saghkl bir partinin olusturulmasi
saglanmistir (Konstantinova et al, 2002). Yapilan bir
calismada; az olgun tohumlardan olusan farkh
olgunluk ve morfolojik yapiya sahip ticari karnabahar
ve havug tohum partileri KF ayrimina gore farkh
seviyelerde 3 olgunluk dénemine ayrilmistir (Jalink et
al,1998). KF yontemiyle; tohum partisinden ayrilan
ham tohumlarin, daha sik enfekte oldugu gorilmustr.
Buna gore tohumlarin mimkin oldugunca olgun
dénemde hasat edilmesi ve az olgun tohumlarin
isleme sirasinda elemine edilmesi gerekir. Klorofil

Floresan seviyesine gore ayrilan tohumlarda isleme
sirasindaki kalite yikseltilmis olacaktir.

KF ayinmi yapiimis olan biber tohumlarinda
patojen tespiti icin agarplate yontemi kullaniimig ve
genel olarak tohumlardan Penicillium spp., Rhizopus
spp. Aspergillus flavus ve Cladosporium spp. izole
edilmistir (Cizelge 3). I. hasat ve IV. hasat KF ayirimi
(klorofil miktari distk/ylksek) sonrasinda tohumlara
ylzey sterilizasyonu yapildigindan testa kaynaklh
patojen varligr olma ihtimali distrilmustar. Ancak |.
hasatta klorofil miktar disuk olsa dahi yine de depo
etmenleri izole edilmistir. 1V. hasatta Carliston ve

11B14 biber cesitlerinde tohum kaynakli olarak
Cladosporium spp. izole edilmistir (Cizelge 3).
GCalismamizda, funguslarin  buyik bir  kisminin

embriyodan ¢ok tohum kabugunda bulundugu ortaya
ctkmistir.  Farkh  arastinicilar  tarafindan  sebze
tohumlariyla ilgili fungal etmenlerin tespitine ydnelik
yapilan ¢alismalarda, Hindistan'dan ithal edilen biber
tohumlarinda blotter ve agar metotu kullanarak fungal
etmenler incelenmistir. Calismada Absidia corymbifera,
Acremonium fusidioides, Aspergillus tamarii, Blakeslea
sp.,  Cephaliophora  irregularis,  Cladosporium
accacicola, Scopulariopsis sp., Streptomyces sp.,
Tritirachium sp., ve Ulocladium tuberculatum
funguslar  biber tohumlarinda tespit edilmistir
(Sharfun et al, 2004). Solaneceae familyasina ait
depolanan sebze tohumlarinda (domates, patlican,
dolmalik biber ve kirmizi biber) yapilan bir calismada;
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fungal flora tespit edilmistir. Dolmalik biber ve
kirmizibiber tohumlarinda tespit edilen Alternaria
alternata,  Botrytis  cinerea  ve  Myrothecium
verrucaria'nin tohumlarda patojen oldugu bildirilmistir
(Nishikawa et al, 2006). Yine vyapilan baska
calismalarda ise bamya ve domates tohumlarinda
Alternaria spp., Fusarium spp. ve Aspergillus spp. (Al-
Kassim et al, 2000), salatalik tohumlarinin embriyo,
kotiledon, testa kismindan Macrophomina phaseolina
(Sultana et al.,, 2009), kavun tohumlarinda , en baskin
tlr sirasiyla Aspergillus niger, Rhizopus stolonifer ve en
az oranda Aspergillus flavus (Chiejina 2006) izole
edilmistir. Habib et al. (2007), yerel tohum satilan
isletmelerden toplanilan farkli patlican cesitlerinden
Alternaria alternata, Aspergillus flavus, Culvularia
lunata, Fusarium oxysporum ve Fusarium solani tespit
etmiglerdir. Ayrica calismada; Epicoccum, Mucor ve
Penicillium'un bazi saprofitik ve patojen olmayan
tlrleri de izole edilmistir.

Ayrica Ulkemizde son yillarda yapilan bir ¢alismada
da; Konya'da semt pazarindan satin alinan bazi sebze
tohumlarindaki (bamya, biber, domates, ispanak,
kabak, karpuz, kavun, marul, pirasa ve salatalik) fungal
floranin tespiti ve tanilanmasi icin blotter ve agar
yontemleri kullanilmistir. Temin edilen 6rneklerde
blotter yonteminde, patojen fungus cins veya tur
sayisinin, agar yontemine gore daha az oldugu
belirlemislerdir. Domates ve marul tohumunda Botrytis
cinerea, bamya tohumunda Pythium spp.; biber
tohumunda Sclerotinia spp.; hiyar, kabak ve kavunda
Fusarium solani; ispanak ve pirasa tohumunda
Fusarium culmorum ve kavun tohumunda ise,
Macrophomina phaseolina oldugu belirlenmistir.

Karpuzda Alternaria spp. en yaygin fungus cins veya
tiri olarak tespit edilmistir. Ozellikle saprofit tirler
olan Aspergillus spp., Penicillium spp. ve Rhizopus
stolonifer blotter ve agar yonteminde biitliin sebze
tohum 6rneklerinde gérilmistir (Er 2010). Usak ili
ortu alti sebze alanlarinda bazi sebze tohumlarinda
(bamya, patlican, domates, biber, hiyar, fasulye,
borilce, bezelye vb.) fungal patojenlerin tespit
edilmesi amaciyla in-vitro kosullarda bir calisma
yuritalmastir. Tohum kaynakli fungal floranin tespit
edilmesinde Uluslararasi Tohum Testi Birligi tarafindan
onerilen deep-freezing blotter ve agar yontemi
kullanilmistir. ~ Sebze  tohumlarinda  genellikle
Aspergillus niger, A.flavus, Penicillium digitatum ,
Pythium sp., Rhizoctonia sp., Fusarium sp. Alternaria
sp., Cladosporium sp. ve Rhizopus stolonifer etmenleri
tespit edilmistir (Dinler and Glinay 2018).

Agarplate ydnteminde KF ayirimi yapilmig olan tim
biber cesitlerinde (Carliston, 11B14, Yaglik ve Kandil
Dolma) fungal etmenlerin varliyi homojen olmamistir.
Dolayisiyla cesidin, fizyolojik kosullarin ve cevresel
faktorlerin etkisinin de tohumdaki bu durumu
etkiledigi distintilmektedir (Cizelge 4).

Kavunda tohum gelisiminin tohum kalitesi tzerine
etkisinin ortaya konmasi igin yapilan baska bir
calismada, hasat sirasinda henliz olgunlasmamis olan
tohumlarin ¢cimlenme oranlarinin  diisik olmasina
ragmen bu tohumlarda yapilan kisa sureli depolama
ile olumlu etkilerin kazanildigi belirtilmistir (Oluoch
and Welbaum 1996). Ancak %6 nem ve 10°C'de
yapllan 6 yll depolama sonrasinda heniz
olgunlasmamis tohumlarin, olgun tohumlara gore
canlliklari daha distk olarak belirlenmistir.

Cizelge 3. Agarplate yontemiyle biber tohumlarinda saptanan fungal etmenlerin bulunma oranlari (%).
Table 3. Isolated fungal agents from pepper seeds by agarplate method of occurrence percentage (%,).

Fungal Etmenler

Bulunma Oranlarn (%)

|.Hasat IV. Hasat
KF1 KF. Kontrol KF1 KF! Kontrol
Carliston
Penicilliumspp. 13 - - - - -
Cladosporiumspp. 13
11B14
Penicilliumspp. 13 - i i i 13
Aspergillusflavus - 13 - - - -
Cladosporiumspp. 13 13
Rhizopusspp. 1.3
Yaghk
Penicilliumspp. - 13 - - - -
Aspergillusflavus - - - 13 - -
Kandil dolma
Penicilliumspp. - - 1.3 - 1.3 -
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Ciceklenmeden 50-55 giin sonra tam olgun dénemde
hasat edilen tohumlarda, ylksek sicaklik (45°C) ve
nemde (%21) 3 gln sire ile yapilan hizlandiriimig
yaslandirma testi sonucunda yiksek tohum gticii elde
edilmistir.

Depolama siiresince tohumda meydana gelen
bozulmalar, serbest radikallerin oksidatif zararlanma
ile protein, nlkleik asit ve membranda hasara neden
olur (De Vos et al,1994). Calismamizdaki protein
sonuglarina gore; KF ayirimi ile elde edilen tohum
gruplarinin 6nemli farkliliklar gdésterdigi belirlenmistir.
Carliston cesidi hari¢ diger cesitlerin 4. Hasat KF!
olarak ayrilan tohumlari en fazla ham protein degerine
sahip olmustur. Bu sonug ¢imlenme performanslarini
teyit eder sekildedir. Canlihgi en fazla kaybeden yani
distik olan 1. hasat tohumlarinin sonuglarina

Cizelge 4. Protein analiz sonuglari.
Table 4. Protein analysis results.

bakildiginda protein sentezinin depolama sonrasi
onemli diizeyde yavasladigi gortilmustir (Cizelge 4).

SONUC

Tohum kalitesini degerlendirme ve siniflandirma
icin kullanilan bircok yontemin temel olarak amaci;
fiziksel ve kimyasal &zelliklerdeki fark tohum glici ve
¢imlenme parametreler ile olan iliskisini belirlemektir
(McDonald 1998). Klorofil Floresan yontemi ise daha
hizl ve hasarsiz tohum ayrim teknigidir. Klorofil
Floresan ayrim teknigi icin USA patentli tirler; lahana,
turp, kereviz, arpa, piring, soya, havug, seker pancari,
domates, biber, hiyar, kavun, menekse, camgizeli,
sardunya ve cuha cicegidir. Teknigin ilk kullanildig
tlrlerden biri lahanadir ve lahana tohumlarinda klorofil

Cesitler Hasat donemi KF Ayrimi Protein miktari (ort.)

IV. hasat Kontrol 21.99
KF?T 20.02
Yaghk KFL 21.05
21.02a
I. hasat Kontrol 18.39
KF? 18.49
KF! 18.41

Ort. 18.43ab
IV. hasat Kontrol 17.76
KF? 16.48
KFL 19.04

Kandil Dolma 17.76b
I. hasat Kontrol 18.96
KF1 16.90
KF. 18.17

Ort. 18.01b
IV. hasat Kontrol 20.88
KF1 20.43
KF! 20.26

Carliston 20.52a
I. hasat Kontrol 18.83
KF1 20.00
KF! 19.09

Ort. 19.30ab
IV. hasat Kontrol 18.82
KF1 17.89
KF! 19.60

11814 18.77ab
I. hasat Kontrol 17.31
KF1 18.39
KF! 18.03

Ort. 18.0b

*Farkli harfler farkliliklarin &nemini P<0.05 diizeyinde gostermektedir (Duncan test). Harflendirmeler ayni stitundaki ortalama karsilastirmasina

aittir. * KF1: Klorofil floresan degeri yliksek deger.
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miktari olgunlukla beraber azalmistir (Jalink et
al,1998). Klorofil bulunmayan misir ve aycicegi
tohumlarinda  bu  metot  kullanilmamaktadir.
Galismamizda genel olarak elde edilen parametrelerde
ham ve olgun tohum ayiriminin canlilik testleri ile teyit
edilmesi, bu durum teknigin dogrulugunu ve uzun bir
depolama sonrasinda da tohum kalitesini belirledigi
gorulmustir. Ancak patojen varligi agisindan cesitler
arasindaki farkliligin yaninda biyotik ve abiyotik (nem,
sicakhk, 1sik, toprak kosullar vs. ) faktorlerin etkisi
nedeni ile homojen sonuglar alinamazken, protein ve
canhlik testlerinin sonugclari testadaki klorofil varligi ile
iliski oldugu kanisina varilmistir. Canliligi etkileyen
parametreler icerisinde calismamizda ele aldiklarimiz
depolama siirecinde daha ¢ok ham (erken hasat)
tohumlarin olumsuz yénde daha fazla etkilendigini
goOstermistir. KF ayrim metodu ile tohum partisinde
kalite saglanmasinin depolama siirecinde daha etkili
olarak gerceklestigi  dolayisiyla metodun ana
amaclarindan birini bu ¢alisma kapsaminda sagladigi
teyit edilmistir. Bu metodun kullanimi (KF ayrim
metodu) ile tohum kalitesinin arttirlmasina yonelik bir
calisma lUlkemizde bulunmamaktadir.

Depolama suirecinde tohumlarin canlilik ve giig gibi
fizyolojik kriterlerinde kayip ve zararlanma ile protein,
nukleik asit, lipid gibi bircok fonksiyonel molekiillerde
degisimlerin oldugu goérilmistir (Bewley and Black
1982). Tohumda yaslanma; biyokimyasal degisiklikler
ile membran gecirgenliginin artmasi, niikleik asitlerin
molekiler yapisinin degismesi, enzim aktivitesinin
azalmasi ve protein sentezindeki degisikliklerdir (ilbi
1998). Bu biyokimyasal degisikliklerin dogrudan
belirtileri; cimlenme glicliniin azalmasi, fide boylarinin
kisalmasi, stres kosullarinda cimlenme yeteneginin
azalmasi, anormal fide miktarinin artmasi ve disuk
tarla ¢ikisidir (Khanal 1990). Ticari firmalarda ekonomik
acidan, depolama 6mrinin uzamasi ve hastalik ve
zararlilara dayanimin artmasi saglanan 6nemli
avantajlardan sayillmalidir. Bu teknigin gunimizde
aktif olarak kullanildigi turler; beyaz lahana, havug ve
biberdir. Klorofil floresan teknigi ile herhangi bir
tohum partisinden bu ayirm ile KF degeri az olarak
belirlenen iyi  kalitedeki  tohumlarla  Uretime
baslaniimasi durumunda her tohumdan bir bitki elde
edilebilmektedir.
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