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OZET

Yilksek Lisans Tezi

TOHUMDAN CIMLENEN AKDENI{Z DEFNESI (Laurus nobilis L.) BITKISININ in vitro
KOSULLARDA FIDAN URETIMI

Hasret PARMAK

Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisu

Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Sheida DANESHVAR ROYANDAZAGH

Tiirkiye’nin ihra¢ ettigi 6nemli tibbi ve aromatik bitkilerden olan Akdeniz Defne
(Laurus nobilus L.)’si iilke ekonomisi agisindan 6nemli bir yere sahiptir. Yapilan bu tez
caligmasinda, Akdeniz Defne’sinde in vitro mikrogogaltim yapilmadan in vitro kosullarda
fidan tiretimi amaglanmistir. Bu ¢alismada kabugu soyulmus defne tohumlari in vitro ortamda
¢imlendirilmeye almmistir. %60 NaOCI konsantrasyonunda yapilan sterilizasyon
denemelerinde kontaminasyona rastlanmazken, en iyi ¢imlenme orani (%71,6) %80 NaOCl
konsantrasyonunda steril edilen tohumlardan elde edilmistir. Cimlenen tohumlardan ¢ikan
tepe surglnler (ilk strgun) kesilerek yan slrginlerin gelismesi saglanmistir. Tepe ve yan
strgiinler ayrilarak koklendirme ortamimna almmigtir. Kdklenme ylizdesi bakimindan en
basarili sonu¢ 1 mg/L IBA iceren WPM (66,7) ve MS (53,3) besin ortamlarindan elde
edilmistir. Ayn1 zamanda koklenme siresi (8,7-9) agisindan da en iyi sonucglar 1 mg/L IBA
iceren WPM ile 1 mg/L IBA iceren MS ortamlarindan elde edilmistir. Calismanin son
asamasinda in vitroda gelisen KOklU defne fidanlar1 basarili bir sekilde dis kosullara
aktarilmigtir. Tepe ve yan siirgiinlerde yapilan in vitro fidan yetistirme ¢alismasinin pratik ve
kolay olmasinin yani sira kisa stirede sonug alindig1 gozlemlenmistir. Sonug olarak yapilan bu
tez galigmasiyla in vitro fidan yetistirme ¢alismalari Akdeniz Defnesi’nin ticari anag ve fidan
yetistiriciliginde in vitro mikro ¢ogaltim ve in vivo gelik yetistirme c¢aligmalarindan daha
avantajli oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Laurus nobilus L., defne, in vitro kéklendirme, tohum sterilizasyonu, in
vitro tohum ¢imlenmesi
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ABSTRACT

MSc. Thesis

SEED GERMINATION of BAY LAUREL (Laurus nobilus L.) in vitro CONDITIONS of
CLONAL CUTTING PROPAGATION

Hasret PARMAK

Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Sheida DANESHVAR ROYANDAZAGH

The Mediterranean which is an important medicinal and aromatic plants exported by
Turkey Laurel (Laurus nobilis La.) have the country has an important place in the economy.
Aim of this thesisto produce in vitro seedlings without in vitro micropropagation. In this
study, without pericarp laurel seeds were germinated to in vitro condition. Sterilization
experiment results were observed no contamination in at a concentration of 60% NaOCI,
while the best germination rate (71,6%) was obtained from sterilized seeds at a concentration
of 80% NaOCI. First shoot of seedling in bay laurel was tip and lateral shoots was improved.
Tip and lateral shoots was cut and were taken into rooting medium. According to the results
of the rooting experiments, the highest percentage of rooting was obtained from medium 1
mg/L IBA WPM (66,7) and MS (53,3), the best results rooting time (8,7-9) was obtained
from 1 mg/L IBA WPM and 1 mg/L IBA MS medium. In the last stage, the seedling were
successfully acclimatized to external conditions. As a result of this thesis the in vitro clonal
cutting study performed on the tip and lateral shoots of the bay laurel has been observed to be
practical, easy as well as the result in a short time and the in vitro clonal cutting study
performed on the tip and lateral shoots of the bay laurel is more advantageous in commercial
rootstock and seedling cultivation than in vitro micropropagation and in vivo cutting
propagation studies.

Key words: Laurus nobilus L., laurel, in vitro rooting, seed sterilization, in vitro seed
germination

2019, 52 page
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1. GIRIS

Tiirkiye iizerinde bulundugu cografi konumu, dort mevsim yasanan iklimi, topografik
ozellikleri, dort tarafinin denizlerle g¢evrili olmasinin getirdigi avantajlardan dolay1 diger
ulkelere gore daha zengin bir bitki értisune sahiptir (Cizelge 1.1). Tiirkiye’de 12 binden fazla
bitki taksonu ve 10 bine yakin tiir zenginligi bulunmaktadir. Tiirkiye’de bulunan 167
familyaya ait 11,707 bitki taksonu igindeki 3,649 adet bitki endemik tur olarak bilinmektedir.
Tiirkiye’ nin sahip oldugu bitki tiir varlig1 diinyanin yaklasik %3,6’sina denk gelmektedir. Bu
zengin flora igerisinde tibbi ve aromatik 6zellige sahip birgok tiir bulunmaktadir (Arslan ve
ark. 2015).

Cizelge 1.1. Tirkiye’ye ait bitki zenginliginin diger ve Avrupa kitasi ile karsilastirilmasi
(Tdmen 2010)

Olkeler Bitki tar Endemik Bitki Endemik Bitki
Sayisi Sayisi Oram (%)

fran 7500 1500 20
Irak 3000 200 7
Suriye-LUbnan 3000 330 11
Yunanistan 5500 1100 20
Bulgaristan 3650 53 2
Almanya 2700 54 2
Avrupa (kita) 12000 2500 21
Turkiye 11148 3616 33

Tibbi ve aromatik bitkiler eski donemlerden bu yana dini ayinlerde, hastaliklarin
iyilestirilmesinde, viicut bakimi ve sagliginda, beslenme ve kozmetik gibi bir¢ok alanda
kullanilmaktadir (Bayram ve ark. 2010). Tibbi ve aromatik bitkileri Cin, Hindistan, iran ve
Misir ilk kullanan iilkeler olurken, Avrupa kitasinin bu iiriinlerle tanismasi daha gec¢ olmustur
(Anonim 2016). Tibbi ve aromatik bitki kategorisi igerisinde 422,000 bin bitki tirinin
52,8851 tibbi bitki iken, Tiirkiye’de 9,222 bitki tiirii icerisinde 500 tanesi (%5) tibbi bitki
sinifi icinde yer almaktadir (Giil ve Celik 2016). Tiirkiye florasinin 1/3’ini olusturan aromatik
bitkilerin 3,000 kadar1 endemik bitki olarak siniflanmaktadir. Tibbi ve aromatik bitkilerin 300
kadar1 aktarlarda satis1 yapilirken, 70-100 adet bitkininde ihracati yapilmaktadir (Baytore
2014).

Tiirkiye’de tibbi ve aromatik bitki tarimi sinirh diizeyde yapilip, ¢ogunlukla dogadan
toplanarak elde edilmektedir. Tiirkiye’nin de aralarinda bulundugu Avrupa kitasindaki birgok



tilkede 2,000 adet bitki tiiriiniin %90’1 dogadan toplanmaktadir. Dogadan toplama ¢ogunlukla
Macaristan, Arnavutluk, Tiirkiye ve Ispanya’da daha yogun olarak gerceklestirilmektedir.
Avrupa genelinde yaklasik 700,000 dekarlik alanda tarimi yapilan tibbi ve aromatik bitki
yetistiriciligine Fransa, Macaristan ve Ispanya &nderlik etmektedir. Tibbi ve aromatik
bitkilerden kimyon, anason, kekik, cemen, hashas, rezene, nane ve kisnisin tarimi yapilirken;
defne, ihlamur, adacayi, biberiye ve kusburnu oOzellikle Ege, Marmara, Akdeniz, Dogu
Karadeniz ve Giineydogu Anadolu Bolgesinden dogadan toplanmaktadir. Dogadan toplanan
ya da tarimi yapilan kekik, defne, kimyon, anason, rezene tohumu, ardi¢ kabugu, mahlep,
¢emen, biberiye, meyan kokii, nane, sumak, adagay1 ve ithlamur ¢igegi gibi tibbi ve aromatik
bitkiler dis ticarette onemli bir yer almaktadir. Bu bitkiler baslica ABD, Almanya, Vietnam,
Hollanda, Polonya, Brezilya, Kanada, Italya, Belcika, Yunanistan, Ispanya, Ukrayna,
Afganistan, Hindistan ve Cin gibi Ulkelere ithal edilmektedir (Gl ve Celik 2016).

Diinya genelinde 2016 senesinde zencefil, safran, zerdecal, kekik, defne yapragi, kori
ve diger bircok baharat grubunda ihracat 700 milyon dolardan fazla olmustur. Sayilan {irtinler
arasinda en giiclii ihracatgilar Tiirkiye ve Hindistan olurken, yapilan ihracatin 92 bin tonu
(%18) Hindistan’a, 34 bin tonu da (%16) Tlrkiye aittir. Tibbi ve aromatik bitki satisi
Hindistan’da ortalama 1,400 dolar/tondan yapilirken, Tiirkiye’de bu iirlinlerin satis1 ortalama
3,245 dolar/ton’dan yapilmaktadir (Baser ve ark. 2018). Tibbi ve aromatik bitkiler icinde
onemli bir yere sahip olan Akdeniz Defne’si 6nemli ihracat kaynaklarindan biridir. Turkiye
yillik tibbi ve aromatik bitki ihracatindan 140 milyon dolar gelir elde ederken bunun 32
milyon dolarlik pay1 defne bitkisine aittir (Kiric1 2015). Akdeniz defne’si yapraklarindan elde
edilen ucucu yag, meyvesinden elde edilen sabit yag, baharat ve koku gibi onemli
ozellikleriyle Tiirkiye i¢in dnemli bir ihracat kaynagidir.

Bitki doku kiiltiirii yontemi bilinen klasik yontemler disinda bitkinin farkli kisimlarin
hatta kiigiik bir doku pargasini (eksplant) besin maddelerine ve uygun c¢evre kosullarina sahip
bir ortamda (1s1k, rutubet ve sicaklik) kiiltiire alma islemidir. Ozellikle bitki Gretiminde
zorluklar yasanilan tiirler i¢in etkili bir teknik olan bitki doku kiiltiirii uygulamasi ile liretimin
daha yaygin hale gelecegi, daha kisa siirede gergeklesecegi ve ayni genetik 6zelikle kaliteye
sahip binlerce bitkinin Tiretilebilecegi bilinmektedir. Diger ¢ogaltma yontemleriyle
karsilastirildiginda in vitro yontemlerin daha etkili oldugu goriilmektedir. Cimlendirilmesi zor
olan bitkilerde ¢imlendirilme saglanmasi i¢in, bitki doku kiiltiirii tekniklerini kullanilarak
bitki ¢ikis1 daha kisa siirede gerceklestirilmektedir. Bu bitkilere ait tohumlar uygun ¢evresel
faktorlerin bulunamamasindan ya da tohumda bulunan engelleyici etmenlerden dolay1 in vivo

kosullarda ¢imlenme gosteremezken, doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak kolay bir sekilde



cimlenme saglamaktadir (Dinger ve ark. 2016). Ayn1 zamanda nesli tiikenme tehlikesi altida
olan birgok bitki tiiriinde de doku teknikleri onemlidir. Gliniimiizde birgok ticari ¢esit ve tiirde
tiretim stiresinin daha kisa olmasi ve daha fazla verim almak amaciyla in vitro kosullarda bitki
uretimi tercih edilmektedir. Yapilan bu tez ¢alismasi Akdeniz Defnesi (Laurus nobilus L.)’nin
in vitro kosullarda ¢imlendirilerek gelisen tepe siirgtinii (ilk stirgiin) kesilerek, yan surginler
gelistirilip ayrilmistir. Tepe ve yan strgunler koklendirilerek in vivo ortamda dis kosullara
alistitilmistir. Bu ¢alismada, diger in vitro tekniklere karsi daha kisa slrede ve ¢ok sayida

koklii fidan tliretimini amag¢lamaktadir.

1.1. Defne Bitkisinin Mitolojisi

Defne agaci tarihsel siire¢ icerisinde incelendiginde kokeni binlerce yil Oncesine
dayanan ve Anadolu g¢evresinde binlerce efsaneye konu olmus, her daim yesil kalan hos
kokulu ve bir¢cok hastaliga sifa kaynagi olan bir agactir. Defne agacinin her daim yesil
kalmasi insanlarin onu Antik Yunan’da Olimsizlik sembolil olarak goériilmesine neden

olmustur (Uyar 2014).

Sekil 1.1. Akdeniz defne’sine ait mitolojik gorseller

Defne agaci tarihsel donem icerisinde hem kendi toplumumuzda hemde birgok millet
icin Onemli olmustur. Roma ile Yunan toplumlarinda savas ve spor galibiyetlerinde
yapraklardan yapilan tacin basarili kisilere takdim edilmesi onun bir basar1 simgesi olarak

gorilmesini saglamistir (Sekil 1.1).

MO 342 yillar1 Romalilar déneminde altin paralar iizerinde defne agacim simgeleyen
celenk figuru bulunur ve firtinali giinlerde yanlarina aldiklar1 defne yapraginin onlari yildirim

carpmasindan koruduklarina inanirlardi (Baytore 2014).



Ulkemizde Akdeniz defne’si ya da defne isimleriyle bilinen bu bitki halk arasinda
tehnel, tefriin, teynel olarak adlandirilirken; diinyada ingilizce Bay Laurel, Sweet Bay, Laurel,
Almanca Lorbeer, Lorbeerbaum, Fransizca Laurier, Laurier Sauce, Italyanca Alloro, Lauro

olarak bilinmektedir (Kavakli 2012).

1.2. Defne Bitkisinin Genel Ve Botanik Ozellikleri

Lauraceae familyas: icerisinde 45 cins ve 1000 kadar tir bulunmaktadir. Laurus
cinsi ise Laurus nobilis L. ve L. canariensis Willd. tlrlerine sahiptir. Laurus nobilis L.
tirindn dar yaprakl ‘angustifolia’ ve dalgali kenarli ‘crispa’, aurea ve undula gibi 4 alt tiir
icerdigi bildirilmistir. Defne bitkisinin Tiirkiye’de tek tirl bulunmaktadir (Karik ve ark.
2016). Akdeniz defne (Laurus nobilis L.)’si yuvarlak uglu, sik dallanma gosteren dioik bir
agactir. Genellikle agagick forma sahip olup 10-15 m’ye kadar boylanabilmektedir. Taze
stirglinleri ilk olarak yesil renkte olurken, daha sonra siyahimsi kirmizi renkli ve tiiysiiz bir
goriiniim alir. Govdesi koyu gri ya da siyaha yakin bir kabuk rengine sahiptir. Kok ve kiitiik
strgunu verme kabiliyeti ylksektir (Karik ve ark 2015).

Yapraklar1 genellikle 5-10 cm uzunlukta ve 2-5 cm genislikte olup iist kismi parlak
koyu yesil, alt kismi agik yesil renkte ve hos kokuludur. Cigek yapisi dioik olan Akdeniz
defnesi’nin erkek bitkilerindeki ciceklerde androkeum (¢ daire tzerinde dorder stamenlidir.
Stamenlerde iki polen kesesi ile birlikteiki nektarium, erkek ¢icegin orta kisminda ise
korelmis sap gorinimli ovaryum bulunmaktadir. Disi bitkilerde sadece disi ¢igekler gelisir
(Sekil 1.2a,b,c) ve erkek ciceklerde (Sekil 1.3a,b,c,d) ‘te goriildiigii gibi daire tizerine dizilmis
acik sar1 renkte dort petal yaprak, verimsiz stamenler ve irilesmis nektariumlar vardir.
Cicekler Mart-Nisan aylarinda agmaya baglar. Tohumlarda endosperm yeterince gelisemedigi

icin yedek besin maddesi embriyonun kotiledonlarinda depo edilir (Boza 2013).



(b)
Sekil 1.2. Disi ¢igeklerin gelisim dénemlerini anlatan gorsel (Boza 2013)

Sekil 1.3. Erkek ¢iceklerin gelisim donemlerini anlatan gorsel (a): Disi ve erkek ¢iceklere ait
tomurcuklarinin uyanmasi, (b): Ciceklenmenin baslangict (c): Ciceklenmenin
yarilanma donemi (d): Tam ¢igeklenme disi ¢iceklerde dollenmenin tamamlanmasi,
erkeklerde polenin kalmayip ve renk degistirmeye basladigi donem (Boza 2013)

Meyveler yeni olustuklarinda yesil renkte iken, (Sekil 1.4a,b)’ te gorildugi gibi
olgunlastiklarinda siyah rengini alarak zeytin tanesine benzer bir goriiniim alirlar. Meyvelerin
tam olarak olgunlagmasi Eyliil sonu ve Ekim ay1 igerisinde gergeklesmektedir. Meyveler 2-3

cm uzunlugunda olup, 1-1,5 cm genisliginde oval sekilli ve tek tohumludur.



Meyveler sabit yag i¢erigi bakimindan oldukga zengindir ve bu oran %25-30’lar1 bulmaktadir.
Tohumlarin Bin dane agirligi bolgelere ve yillara gére 700-1100 gr arasinda degismektedir
(Boza 2013).

(a) (b) h_‘J

Sekil 1.4. a; defne meyvesininolgunlasmamishali, b;defne meyvesinin olgunlagmis hali (Boza
2013)

1.3. Defne Bitkisinin Dogal Yayilis Alanlari

Akdeniz ikliminin gostergesi olan defnenin anavatan1 Akdeniz Havzasi, Anadolu ve
Balkanlar’dir. Basta Tiirkiye olmak iizere Yunanistan, Yugoslavya, Romanya, italya, Fas,
Ispanya, Portekiz, Fransa, Libya’nin dogu sahili, Suriye, Cezayir, Kaliforniya, Akdeniz
Adalari, Meksika, Kirim ve Kanarya adalarinda yayilis gosterirken, Rusya’nin Karadeniz

kiyilar, Giircistan ve Israil’de ise kiiltiire alinarak yetistirilmektedir (Kavakli 2012).

Defne bitkisi yurdumuzun Dogu Karadeniz boliimiinden Iskenderun kiyilarma kadar
uzanmaktadir (Sekil 1.5). Ege ve Akdeniz bolgelerinde suptropik iklimin etkinlik gosterdigi ic
kesimlere kadar uzanis gostermektedir. Bir¢ok bdlgede 600-800 m yiikseklikte bile yetisme
imkan1 bulmaktadir. Akdeniz defne’si Karadeniz Bolgesi’'nde; Trabzon’dan Karadeniz
Ereglisi’ne uzanan ormanlarda goriliirken, Marmara Bolgesi’nde Istanbul, Bursa ve Balikesir
sehirlerinde bulunan ormanlik alanlarda etkinligini gdstermektedir. Ege Bolgesi'nde Izmir,
Manisa, Mugla ve Aydin yorelerinde, Akdeniz Bolgesi’'nde Antalya, Adana, Mersin, Tarsus,
Silifke, Kahramanmaras, Antakya ve Iskenderun gibi énemli bircok noktalarda kendisine

yetisme alan1 bulmustur (Erden 2005).



Sekil 1.5. Defne bitkisinin Tiirkiye’deki dogal yayilig alanlar1 (Anonim 2016)

1.4.Defne Bitkisinin Ekolojisi

Biitiin bitkilerin oldugu gibi defne bitkisinin de dogal yayilisinda etkili olan 6nemli
etmenler toprak, hava ve nemdir (Baytore 2014). Akdeniz Defne’si tipik Akdeniz ikliminin
etki gosterdigi kislart 1liman, yazlar sicak olan yerleri sevmektedir (Anonim 2016). Nem
bakimindan yeterli akarsu kenarlarini, taban suyu seviyesini yiksek ve denizden gelen nemli
riizgarlar1 alan yerleri tercih etmektedir. Kirecli, humuslu ve serin topraklarda daha iyi
yetisme imkani bulurken, besin elementlerini topraktan alabilmesi icin gerekli olan pH istegi
6,70— 7,96 arasindadir. Defne’nin yetisme alanlarindaki topraklarin hepsi tuzsuzdur. Toprakta
tuzluluk bulunmasi halinde ise, bu oran ortalama 0,21 mmhos/cm ge¢cmemelidir (Baytore
2014).

Yetisme bolgelerinde ortalama sicakligin sifirin altina diistigii pek goriilmez ve bu
alanlarda yillik yagis miktart 600-2000 mm. arasinda diismektedir. Yaralanma ve
rejenerasyon Ozelliklerinin yani sira, hava kirliligine gostermis oldugu olumlu tepkiler de

oldukga yuksektir (Anonim 2016).



1.5. Defne Bitkisinin Tibbi ve Aromatik Ozellikleri

Defne yapragi basta genetik faktor olmak tizere siirglinlerin olgunlagma siiresi, hasat
zamani ve yetistirildigi bolge gibi etmenlerle beraber %0,20 ile %2,51 oraninda ugucu yag
icermektedir. Ugucu yag igeriginde bulunan 1,8-sineol (okaliptol), sabinen, a-terpinil asetat,
eigenol, a-pinen, B-pinen gibi kimyasal maddeler kalitesini belirleyen en 6nemli etmenlerdir.
Yapragin bilesiminde %1-4 arasinda ugucu yag, tanen ve aci maddeler bulunmaktadir
(Golukel ve ark. 2015).

Defne agacinin yapraklar1 kadar meyveleri de onemli bilesenler icermektedir.
Meyvelerin igeriginde bulunan bu bilesenlerden en 6nemlisi de sabit yagdir. Sabit yag olarak
ifade edilen bu yag, defne meyvelerinden klasik yontemlerle ¢ikarilan %95 yag asitlerinden

ve %5 esansiyel yaglardan olusan 30 °C ’de eriyen bir yagdir (Uyar 2014).

1.6. Defne Bitkisinin Ticari Onemi

Tirkiye defne pazar hacminin %85’ine hakim olup; Kalite, fiyat ve miktar yoninden
dunyada 6nemli bir konuma sahiptir. Gergeklestirilen bir arastirmada 132,000 ha alandan
yillik 12,201,326 ton defne Uretiminin yapildig1 bildirilmistir (Bilgin ve ark. 2006).

Akdeniz defne’si orman bitkisi oldugu i¢in kesim alanlar1 ve kesim miktarlari ile ilgili
diizenlemeler her sene Orman Genel Miidirligi (OGM) tarafindan belirlenerek ayni
lokasyonlarda 3 yilda bir kesim yapilmasina izin verilmektedir. I¢ ve dis pazarda satilan defne
yapraginin tamami kesimi yapilan bu bolgelerden saglanmaktadir (Karik ve ark. 2016). Sekil
1.6 ’da goriildiigii gibi 2017 yilinda belli bolgelerde dogadan toplanan defne yapraginin
tiretim miktar1 verilmistir. En fazla defne yaprag: tiretimi 7,906 bin tonla Zonguldak’tan elde
edilerek 632,552,0 TL gelir elde edilmistir. En az {iretim 214 kg defne yaprag: ile Sinop’tan
toplanmis ve 21,146,0 TL gelir saglanmistir (Baser ve ark. 2018).

Gida sektorii, kozmetik ve parfiim sanayisi i¢in 6nemli olan Akdeniz defne’si bircok
ulkeye Tirkiye’den gonderilmektedir. Tiirkiye’nin onde gelen defne yaprag: ihracat pazari
Vietnam olup bunu ABD, Polonya, Japonya ve Brezilya takip etmektedir. 2017 yili baharat
grubu ihracatindal?,700 ton defne yapragi satistyla 36 milyon dolar Ustlinde gelir elde
edilmistir (Sekil 1.7). Gergeklesen ihracatin 6,711tonu Vietnam’a, 753 tonu ise ABD’ye
yapilmistir (Baser ve ark. 2018).
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Sekil 1.6.Tiirkiye'de 2017 y1l1 itibariyle bdlge bazinda defne yaprag: iiretim miktar: (Baser ve
ark. 2018).
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Sekil 1.7. Yillara gore defne yaprag: ihracat miktar1 (ton) (Anonim 2016), (Baser ve ark.
2018).



1.7. Defne Bitkisinin Kullanim Alanlar1

Akdeniz Defne’sinin yapragindan ve meyvesinden fakli sekillerde yararlanilmaktadir.
Defne yapraginin agri kesici, halsizlik, hazimsizlik ve uykusuzlugu giderici, terletici, bakteri
oldarica, regl dongisina dizenleyici ve antiromatizmal 6zelikleri bulunmaktadir.Yapraklar
sucuk ve etlerin tatlandirilmasinda, pasta, sekerleme, corbalar ve ugucu yagin yapisinda
bulunan okaliptol ve ojenoliin madedelerinin konservan o6zelligi sayesinde konservecilik
alaninda kullanilmaktadir. Yapraklardan elde edilen ucucu yag kozmetik ve ilag sektoriide
kullanilirken, meyvelerden elde edilen sabit yag ise basta sabun iiretimi olmak tlizere kimya,
kozmetik, icki, ila¢ ve gida sanayisinde yuksek oranda talep edilmektedir (Sekil 1.8). Bunlarin
yani sira dekoratif 6zellikleri nedeniyle park ve bahgelerde peyzaj bitkisi ve ¢it materyali

olarak da kullanilmaktadir (Giiler ve Bagaran 2013).

‘u.'—w [
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Sekill.8. Akdeniz defne’sinin kullanim alanlari (Anonim 2016) (Baser ve ark. 2018)
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Odunsu Bitkilerde Yapilan Cimlendirme Calismalari

Pirlak (1997) Kizilcik agact (Cornus mas) tohumlarinda yapmis oldugu calismada
cimlenmede bazi 6n uygulamalarin etkilerini arastirmigtir. Tohumlara +4 °C ’de soguk
uygulama, 80-100 °C ’de 30 dk sicak su uygulama ve silfirik asit (H2SO4) ile asindirma
islemleri uygulamistir. Uygulamalar sonucunda elde edilen bulgulara goére, ¢imlenme orani

%25,61 iken, sicak su uygulamasinda %22,08 olmustur.

Tilki (2005) ¢alismasinda Disbudak (Fraxinus ornus) tohumlarinda bulunan ¢imlenme
engelinin kaldirilmasi amaciyla tohumlara farkl siirelerde +4 °C ‘de soguk uygulamasi ve
+20 °C “de ise sicak uygulamasi yapmustir. Yapilan uygulama sonucunda en iyi ¢imlenme
%355 oraninda sicak uygulamasi yapilan tohumlarda goriilmiistiir. Soguk uygulamasi yapilan

tohumlarda ise ¢cimlenme gézlenmemistir.

Cetinbas ve Koyuncu (2005) tarafindan Kus Kirazi ( Prunus avium L.) tohumlarinda
yapilan bu c¢alismada tohumlara fakli siirelerde sicak uygulamasi yapilmis ve tohumlar
kabuklu ve kabuksuz olarak ¢imlendirme ortamina alinmistir. Yapilan uygulama sonucunda
kabuksuz tohumlarin daha iyi bir ¢imlenme gosterdigi ve sicaklik siiresi ile tohum

¢imlenmesinin birbiriyle iligkili oldugu ortaya konulmustur.

Chaturani ve ark. (2006) tarafindan Kirmizi1 Sandal (Santalum album) agacinda yapilan
caligmada depolama siresinin tohum ¢imlenmesi Uzerindeki etkisini arastirmak i¢in tohumlar
farkli stirelerde 28 °C ’ye birakilmistir. Depolama suresi sonunda tohumlar MS ve WPM
ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Calisma sonucunda depolama siiresinin tohum ¢imlenmesi
tizerinde etkili oldugu belirlenmistir. Hasattan bir hafta sonra ¢imlenmeye alinan tohumlarda

%96 oraninda bir ¢cimlenme goriilmiis ve ¢imlenme siiresi ise 6 giin stirmiistiir.

Germana ve ark. (2006)’nin farkli zeytin (Olea europaea L.) gesitlerinde yaptiklar
calismada endokarp olmadan zeytin tohumlarinin in vitro ortamda cimlendirilmesini
hedeflenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda iki y1l igerisinde 4 uygulama yapilmistir. Bir kisim
endokarp1 olmayan tohumlar 1 hafta 4°C ’de, diger kisim tohumlar ise 1 yil boyunca 4 °C ‘de
saklanmistir. Yapilan uygulama sonunda 1 hafta 4 °C ’de saklanan endokarp:r ¢ikarilmis
tohumlarda yiiksek miktarda ¢imlenme gdzlenmistir. Biancolilla zeytin g¢esidi her iki yilda

olmak Uzere birincisinde %54,6 ve ikincisinde ise %48,2 yiiksek ¢imlenme orani gostermistir.
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Erkmen (2009) Tatar Akcaaga¢ (Acer tataricum L.) tohumlarinda yaptigi ¢aligmada
soguk uygulamasinin bin dane agirhigi ve ¢imlenme siiresine olan etkisini arastirmistir.
Tohumlara 120 giin boyunca uygulanan soguk uygulamasi sonucunda tohumlarin yiiksek
cimlenme gosterdigi ortaya konmustur. Tohumlarda goriilen en yliksek ¢imlenme orani %73

olmustur.

Ribeiro ve ark. (2009) tarafinda Breziliya kokenli Annona crassiflora bitki tohumlarinda
yapilan ¢alismada GAs (Giberlik Asit) ve NAA (Naftalin Asetik Asit) uygulamasinin in vitro
tohum cimlenmesi ve fide gelisimi {izerine etkileri arastirilmistir. Tohumlar GAz ve NAA
iceren MS ortaminda ¢imlenmeye alinmistir. 30 giin kiiltiir ortaminda kalan tohumlardan
istiin nitelikli fideler elde edilmistir. Ortamda ¢imlendirilen tohumlardan elde edilen fideler

WPM (Woody Plant Medium) ortamina aktarilmastir.

Warakagoda ve Subasinghe (2014)’nin ¢alismasindaki amag nesli tikenmekte olan
Coscinium fenestratum bitkisine ait tohumlarin in vitro ¢imlendirilmesidir. Bitki tohumlari
cimlenme oncesinde HgCI ile steril edildikten sonra tohumda bulunan durgunlugu gidermek
icin GA3 soliisyonunda 24 saat bekletilmistir. On isleme tabi tutulan tohumlar MS ortamina

alinmistir. Tohumlarda %80 oraninda yiiksek bir ¢imlenme basarisi saglanmastir.

Jaafar ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada in vitro kiltir ortamlarina ananas
(Ananas comosus), papaya (Carica papaya) ve muz (Musa paradisiaca) gibi organik katki
maddeleri ilavesinin Lycium barbarum (Kurt GUzimi) ve Aquilaria maloccensis lamk.
tohumlarinda ¢imlenme ve rejenerasyon basarisi incelenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda
ortamlara eklenen fermente meyve atigi ¢ozeltilerinin in vitro ortamda tohum c¢imlenmesi

lizerine gostermis oldugu etki 6nemli bulunmustur.

Prudente ve ark. (2016) calismasinda bozulmus ekosistemlerin iyilestirilmesinde 6nem
tastyan Paineira rosa bitkisine ait tohumlarin in vitro ortamda ¢imlendirilmesi icin, MS ve
WPM Kkiiltiir ortamlarinda sukrozun (0 gr/l, 15gr/l, 30gr/l) ve PH (4,8, 5,8, 6,8)’in 3 farkli
konsantrasyonu test etmistir. Bitkiye ait tohumlar WPM ortaminda %84 oraninda bir
¢imlenme orani gostermistir. En iyi ¢imlenme 15 gr/l sukroz konsantrasyonunda %79 ile

saglanirken, %82 ¢imlenme oraniyla pH’in 5,8 oldugu aralikta gorilmistiir.
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2.2. Odunsu Bitkilerde Yapilan Mikrocogaltim Calismalari

Panda ve Hazra (2010) Semecarpus anacardium (Anacardiaceae) bitkisinde strgun
¢ogaltimi i¢in strgin meristemini eksplant olarak kullanmis ve eksplantlar 4,44 uM BAP (6-
benzil amino purin) ve 4,64 uM kinetin (KN) iceren 2 WPM besin ortamina alinmistir.
Cogaltim ortamindan elde edilen siirgiinler 2,46 uM IBA (indol bdtirik asit) iceren sivi %
WPM besin ortaminda koklendirilmistir. KOklenen sirglnlerin dis ortama aktarilmasinda

%91oraninda hayatta kalma bagarisi elde edilmistir.

Boudabous ve ark. (2010) tarafindan yapilan bu ¢alismada 1 mg/L BAP ve 0,1 mg/L
IBA iceren MS besin ortami kullanilarak Malus domestica L. ¢esidine ait bogum
eksplantlarinin in vitro ¢ogaltimi yapilmistir. Alinan eksplantlardan yiiksek siirgiin olusumu
(%85) ve slrgiin farklilagmasi1 gézlenmistir. En iyi siirgiin ¢ogaltim: 1 mg/L ile 2 mg/L BAP
konsantrasyonlarini igeren MS besin ortaminda ger¢eklesmistir. Strgunler 2 mg/L ile 3 mg/L
IBA ve aktif komiirle zenginlestirilmis ¥2 MS besin ortaminda (%66,7) koklendirilmistir.
Koklendirilen siirglinler topraga aktarilmis ve %60 oraninda hayatta kalma basarisi

gbzlenmistir.

Toosi ve Dilmagani (2010) iran cevizi (Juglans regia L.)’nde yaptiklar1 emriyo
kiltirii ¢alismasinin ilk asamasinda bitki biyime dizenleyicileri (BBD) icermeyen MS,
DKW (Driver Kuniyuki Medium), NGE (Lloyd and Mccown Medium) ve WPM besin
ortamlarin1 denemislerdir. Embriyo gelisiminde en iyi besin ortami belirlemesi yapildiktan
sonra, siirgiin ¢ogaltimi i¢in BAP (0, 0,1, 0,5, 1, 2 mg/ L) ve IBA (0, 0,1, 0,2, 0,4, 0,5 mg/
L)’nin bes farkli konsantrasyonu kullanilmistir. En fazla kok ve siirgiin olusumu 0,5 mg/L

BAP ve 0 mg/L IBA konsantrasyonlarini iceren NGE (% 61,1) besin ortamindan saglanmustir.

Bu ¢alismada Khan ve BiB1 (2012) Hurma (cv. Dhakki) bitkisinde yaptiklari stirgiin
¢ogaltim calismasinda siirgiin eksplantlari1 1 mg/L NAA (naftalin asetik asit), 3 mg /L 2-iP
(2-izopenteniladenin) ve 3 mg/L BAP igeren besin ortaminda kiiltiire almigtir. Optimum
uzunlukta ve sayida siirgiin elde etmek i¢in 0,5 mg/L BAP, 0,5 mg/L kinetin ve 1 mg/L NAA
igeren besin ortamlarinin en iyi oldugu belirlenmistir. 6-8 cm uzunlundaki stirgunler 0,1 mg/L
ve 0,5 mg/L NAA igeren ortamlarda koklendirilmeye alinmistir. Koklenen bitki sayisi (11,82)
en fazla 1,5 mg/L NAA iceren ortamindan elde edilirken, dis ortama alistirma basarisinda

%82 orantyla en iyi sonug 0,5 mg/L NAA iceren besin ortamindan alinmustir.
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Kiling (2013) Sakiz agaci (P. lentiscus L.)’nda yaptigi mikrogogaltim ¢alismasinda
dort genotipine ait siirgiin uglarini eksplant olarak kullanmistir. En fazla siirgiin sayis1 1 mg/L
BA (6-Benzilamino) iceren % ve ¥ oranindaki MS besin ortaminda elde edilirken, en diisiik
stirgiin sayist ise WPM besin ortaminda goriilmistiir. Mikro sirglnlerin koklendirilmesinde
IBA’nin yiiksek konsantrasyonlarinda %94 oraninda basar1 saglanmistir. Siirgiinlerin dis

kosullara aktarilmasinda ise, %95 oraninda basar1 elde edilmistir.

Mazri ve Meziani (2013) Hurma (Phoenix dactylifera L.) bitkisinde yaptiklari
caligmada siirgiin  ucu eksplantlarim1  kullanarak siirgin = ¢ogaltimi  i¢in  farkl
konsantrasyonlarda 0 mg/L, 0,25 mg/L, 0,5 mg/L ve 1 mg/L NOAA (naftoksi asetik asit) ve
Kinetin iceren tam, % ve /3 oraninda BM (Beauchesne) ve MS besin ortami kullanmstir.
Surrglin ¢ogaltiminda en iyi ortam 0,5 mg/L NOAA ve 0,5 mg/L Kinetin i¢eren yarim MS
ortamindan saglanmistir. Bitki blyiime dizenleyicisi bulunmayan kiiltiirlerde siirgiinler kisa
iken; yapraklar daha genis ve yesil, koklenme ise ¢ok az goriilmistiir. Bitki blyume
duzenleyicileri icermeyen ortamdaki siirgiinler %90 oraninda dis kosullara aktarilmada
basarili olurken, bitki biiyiime diizenleyici bulunan ortamdaki bitkilerin hayatta kalma orani

diisiik olmustur.

Yaprak eksplantindan stabil ve verimli bir in vitro rejenerasyon sisteminin
kurulmasinda seftalinin genetik basarisinin temel oldugunu sdéyleyen San ve ark. (2015) bu
caligmada, “Guardian” seftali ¢esidinin yaprak eksplantlarimi TDZ (thidiazuron) ve STS
(giimiis tiyosiilfat)’ nin farkli konsantrasyonlarini i¢ceren ¥2 MS besin ortamina almigtir. En
yuksek stirguin rejenerayonu 6,81uM TDZ+ 10 uM STS ve 9,08 uM TDZ + 10 uM STS iceren
Y% MS besin ortamindan alinmistir. Siirglin koklenmesi %85-%100 arasinda kullanilan bitki
biiylime diizenleyicilere gore farklilik gostermistir. 1 mg/L IBA iceren Y2 MS besin ortaminda

slirglin bagina 7 kok elde edilmis ve aklimatizasyonda %92 oraninda basarili olunmustur.

Rathwell ve ark. (2016) yaptiklar1 caligmada olgun agaglardan ve seradan
topladiklar1 taze ve dormant haldeki tomurcuklari siirgiin ¢ogaltiminda eksplant olarak
kullanmistir. Siirgiin ¢ogaltiminda MS ve DKW ortamindan benzer sonug alinirken, WPM
ortamindan diisiik sonuglar alinmistir. Siirgiinler 20 uM IBA igeren ¥2 DKW besin ortaminda
%80 oraninda basaril1 bir koklenme gostermistir. Koklenen siirgiinler %37 basar1 oraniyla dis

kosullara aktarilmistir.
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Sezgin ve Dumanoglu (2016) yaptig1 ¢alismada Avrupa kestanesi (Castanea sativa
Mill.)’nin Haciibis ve Karamehmet cesitlerinin erken olgunlasan ve olgunlasmamis
kotiledonlarin1 eksplant olarak kullanilarak somatik embriyo Uretimi ve rejenerasyonunu
hedeflemistir. Denemeler sonucunda Haciibis ¢esidinde somatik embriyogenez orani %9,9
(BA+TDZ+IBA) iken, Karamehmet ¢esidinde %11,1 (BA+KIN+IBA) olarak bulunmustur.
En yiksek koklenme (%22) 0,1 mg/L BA+ 0,1 mg/L NAA konsantrasyonundan elde

edilmistir.

Thakur (2018) yaptig1 arastirmayla eriklerin (Prunus salicina L.) in vitro ortamda
cogaltilmasi i¢in tomurcuk eksplantlarini kullanmistir. En yiiksek siirgiin ¢ogaltimi 0,5 mg/L
BA iceren MS besin ortamindan elde edilmistir. En iyi koklenme dokuzuncu alt kultirden
sonra gergeklesirken (%70), en yiksek koklenme tek adimli 0,5 mg/L IBA igen %2 MS besin
ortaminda ve iki adimli koklendirme prosediirii kapsaminda 48 saatlik karanliktan sonra 0,5

mg/L IBA igeren MS besin ortaminda goriilmustiir.

Rohela ve ark. (2018) tarafindan 1liman ortamda yetisen bir dut ¢esidi olan PPR-1'in in
vitro ¢ogaltiminda eksplant olarak bogumlarin kullanildig1 bir protokol gelistirilmistir. Bogum
eksplantlar sitokinin eklenen ortamlarda standart kiiltiir ortamlarina gore daha fazla aksiller
tomurcuk saglanmistir. En iyi siirgiin uzunlugu (7,2 + 0,61 cm) ve eksplant bagina maksimum
yaprak sayisi (8,1 + 0,85) 1,5 mg/L BAP ve 2 mg/L Kinetin igeren besin ortamindan elde
edilmistir. Cogaltilmis siirgiinler 2 mg/L IBA iceren MS besin ortamina aktarilmis ve %100
oraninda iyi bir koklenme saglanmigtir. Dig ortama aktarilan bitkilerin hayatta kalma orani

%70 ile basarili olmustur.

Kaur (2018) ¢alismasinda Yabani limon (Citrus jambhiri Lush.) g¢esidinde
embriyojenik kallus indksiyonu ve rejenerasyonu saglamak igin in vitro ortamda gelistirilen
fidelerden aldig1 epikotil eksplantlarini kullanmigtir. 1 mg/L 2,4-D (diklorofenoksi asit) + 1
mg/L BAP igeren MS besin ortaminda somatik embriyodan yiiksek kallus olusumu
saglanmistir. Rejenerasyon ortamlar1 arasindan, gegen gilin sayisi, yiksek siirgiin sayis1 ve
slirglin uzunlugu bakimindan 0,5 mg/L NAA, 3 mg/L BAP ve 1mg/L Kinetin iceren MS besin
ortami daha etkili olmustur. Siirgiinler 1 mg/L NAA ve 1 mg/L IBA igeren MS besin

ortaminda koklendirilmistir. Aklimatizasyonda %96,45 oraninda basari saglanmaistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Bitkisel Materyal

Calismada kullanilan 2n=48 kromozom sayisina sahip Akdeniz Defnesi’nin (Laurus
nobilis L.) tohumlar1 Canakkale ve Tekirdag illerinde dogal yayilis gosteren defne

agaclarindan toplanmistir.

3.1.2. Bitkisel Materyalin Eldesi ve Saklama Kosullar:

Canakkale ve Tekirdag’dan toplanan tohumlar tohum sterilizasyonu Oncesinde oda
sicakliginda filtre kagidi iizerinde bekletilerek kurutulmustur. Nemini ¢eken ve kuruyan
tohumlar defne tohumuna ait dormansiyi ortadan kaldirmak ve tohum ¢imlenmesindeki

basariy1 artirmak amaciyla 4 hafta siiresince +4 °C ’de muhafaza edilmistir.

3.2. YOntem

3.2.1. Invitro Tohum Cimlendirmede Besin Ortam ve Kiiltiir Kosullar

Yapilan galismada, in vitrotohum cimlendirme c¢alismalarinda mineral tuzlari ve
vitaminlerini iceren MS (Murashige ve Skoog, 1962) besin ortami Kullanilmigtir. Besin
ortaminin hazirlanmasinda 1 It saf su igerisine hassas terazide tartilmis 30 gr/L sukroz
eklenmis ve manyetik karistirict yardimiyla iyice karistirildiktan sonra igerisine 4,4 gr/LL MS
eklenmistir. Hazirlanan besin ortaminin pH’t 1IN NaOH veya HCI kullanilarak 5,6-5,8’e
ayarlandiktan sonra cam siselere dolduruldurulup UGzerine 6,5 gr/L Plant Agar
eklenerek121°C’de 1,2 atm basingta 20 dk boyunca otoklavda sterillizasyona tabi tutulmustur.
Otoklavdan ¢ikarilan ortamlar cam kavanozlara ve tuplere dokilerek, donma islemi

gerceklestikten sonra etiketleme islemi yapilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Tohum ¢imlendirme ortaminin hazirlanmasi

3.2.2. Defne Tohumlarinin Yiizey Sterilizasyonu

Toplanan defne tohumlar1 buzdolabinda +4 °C ’de 4 hafta boyunca bekletildikten
sonra sterilizasyon denemelerine baglanmistir. Tohumlar sterilizasyon asamasinda ilk olarak 2
giin onceden su igerisine konularak ylizeyinde bulunan yabanci maddelerin yikanmasi
saglanmistir. 2 giin sonra su igerisinden alinan tohumlar 2-3 damla tween 20 ile yikandiktan
sonra %50 Actijen (Aktif Klor 0,015 su bazli, bakteri, viriis igeren yiizeyleri temizlemede
kullanilan 6zel temizlik soliisyonu) (piiskiirtme seklinde) solisyonuyla yikanmisgve 60 dakika
boyunca akan musluk suyu altinda bekletilerek durulanmistir. Yikanan tohumlar kabuklu ve
kabuksuz (Sekil 3.2a,b) olmak Uzeresteril kabin igerisinde (%20, %40, %60, %80, %100)
Sodyum Hipoklorit (NaOCI) ¢ozeltisinde 5, 10 ve 15 dakika sure ile steril edilmistir. Daha
sonra 3 x 5 dakika siireylesaf suda yikanmig (Daneshvar vd. 2014) ve tohumlar in
vitrokosullarda ¢imlendirme i¢in hazir hale getirilmistir (Sekil 3.3a,b). Denemeler cam

kavanozlarda 3 tekerriirlii olarak yapilmis ve her tekerriirde 1 tohum kullanilmistir.

Sekil 3.2. a; kabuklu defne tohumlarinin sterlizasyonu, b; kabuksuz defne tohumlarinin
sterilizasyonu
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Sekil 3.3. a; tohumlarin (%20, %40, %60, %80, %100) NaOCI ¢ozeltisinde sterilizasyonu, b;
tohumlarin steril saf su igerisinde yikanmasi)

3.2.3. Defne Tohumlarinin in vitro Cimlendirme Ortamina Alinmasi

Sterilizasyon isleminden sonra 100 adet tohum c¢imlendirilmek Uzere steril kabin
icerisinde kabuklu (endokarpli) ve kabuklari tamamen ¢ikartilmis (endokarpsiz) olarak 0 MS
(4,4 gr/L MS + 30 gr/L Sukroz + 7 gr/L Plant Agar) besin ortamina alinmistir. Cimlendirme
calismalar1 cam kavanozlarda 3 tekerrurli ve her tekerriirde 1 tohum kullanilarak
gerceklestirilmistir. Cimlenme ortamina alinan tohumlar 241 °C ’de ve 16 / 8 saat 151k

fotoperiyodunda iklim dolabinda birakilmis ve ¢alismalar baslatilmustir.

3.2.4. Cimlenen Tohumlardan Gelisen Tepe ve Yan Siirgiinlerin Kesilerek Ayrilmasi

Ik asamada kabuksuz defne tohumlar1 0 MS ortaminda ¢imlendirilmistir. Gelisen tepe
stirgtinler (ilk stirgiin) kesilerek ayrilmis ve koklenme ortamina alinmistir (Sekil 3.4a,b). Tepe
sirgiinii kesilmis ¢imlenen tohumlar 0 MS besin ortaminda alt kiiltiire alinarak yan
siirgiinlerin  gelismesi saglanmistir. Ikinci asamada gelisen yan siirgiinler ayrilarak

koklendirme ortamina alinmustir.
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Sekil 3.4. a) Cimlenen defne tohumundan kesilerek ayrilan tepe siirgilinler b) Cimlenen defne
tohumundan kesilerek ayrilan yan siirgtinler

3.2.5. Tepe ve Yan Surgunlerin Kéklendirilmesi
Defne tohumlarindan gelisen tepe ve yan siirgiinler Kesilerek farkli donemlerde
IBA’nin farkli konsantrasyonlarini (0 mg/L, 0,5 mg/L ve 1 mg/L) igeren MS ve WPM besin

ortamlarina aktarilmistir.

3.2.6. Koklu Surgunlerin Dis Ortama Aktarilmasi

Cimlenen defne tohumlarindan gelisen siirgiinlerin kesilen tepe ve yan surglnleri
IBA’nin farkli konsantrasyonlarini (0 mg/L, 0,5 mg/L ve 1 mg/L) iceren MS ve WPM besin
ortamlarinda koklendirilmistir. 5-10 cm uzunlugunda gelisen koklU stirgunler, musluk suyu ile
yaprak ve koklere zarar gelmeyecek sekilde yikanarakkagit bardaklarda bulunan steril edilmis
torf—perlit (1:1) karisiminaaktarilmis ve bitkilerin {izeri beyaz seffaf posetle sarilarak +24+1
°C sicaklik ve %50 nem iceren iklim odasinda biiyiimeye birakilmistir. ikinci hafta poset
tizerinde delikler agilarak kademeli olarak nem orami distiriilmiistiir. Posetler ¢ikarildiktan
sonra bitkileriklim odasinda biiyiimeye birakilmis ve bitkiler dis kosullara alistirilmistir. Iklim
odasinda biiylimeye birakilan bitkilere ayda bir kez s1v1 giibre takviyesi yapilmistir.

3.2.6. Istatistiksel Degerlendirme

Cimlendirme ve koklendirme denemeleri 3 tekerrirll olarak yapilmistir. Calismadan
elde edilen verilerin istatistiki degerlendirilme bilgisayarda SPSS ver. 22 istatistik
programinda One-Way Annova post hoc.testlerinden Duncan testi ile yapilmistir (Snedecor ve
Cochran 1967).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Defne Tohumlarinin Yiizey Sterilizasyonu

In vitro bitki doku kiiltiirii calismalarinda yiizey sterilizasyon c¢alismalarindaki amag
eksplantlara en az zarar veren, kontaminasyonu onleyici etki gosteren ve minimum seviyede
kullanim1 hedeflenen dezenfektanlarin miktarinin belirlenmesidir. Defne tohumlarinin
sterilizasyon g¢alismalarinda sterilizasyon surecinde tohumlar ilk olarak olarak 2 giin 6nceden
su igerisine konularak yiizeyinde bulunan yabanci maddelerin yikanmasi saglanmigtir. Daha
sonra su igerisinden almman tohumlar 2-3 damla tween 20 ile yikanarak yiizeyleri
temizlenmistir. Sonraki asamada tohumlara 1 veya 2 defa pliskiirtme seklinde %50 actijen
uygulanmis ve tohumlar yaklasik 60 dakika boyunca akan musluk suyu altinda yikanmustir.
Tamamen yikanan tohumlar steril kabin iginde kabuklu ve kabuksuz olmak tizere (%20, %40,
%60, %80 ve %100) NaOCI konsantrasyonlarinda 5, 10 ve 15 dakika gibi farkli siirelerde
steril edilerek 3 x 5 dakika sire ile steril saf suda durulanmistir (Daneshvar vd. 2014).
Tohumlarin sterilizasyon caligmalarindan yapilan denemelere gore, 5 ve 10 dakikalik
sterilizasyon siireleri tohumlarin sterilizasyonu i¢in yeterli olmamuistir. Sterilizasyon ¢aligmasi
sonrast besin ortaminda ¢imlenmeye alinan toumlarda 3 glnlik sdreiginde tohum etrafinda
Ozellikle bakteri ve fungus gelisimi goriilmiistiir. Kontaminasyonun dnlenmesi amaciyla farkli
konsantrasyonlarda uygulanan NaOCI c¢ozeltisinde sterilizasyon suresi 15 dakikaya
cikarilarakkontamine tohum sayisi1 diistirilmiistiir. Defne tohumlar1 i¢in uygun sterilizasyon
siresi belirlemesi yapildiktan sonra tohumlarin 0 MS ortaminda ¢imlenme yuzdesine
bakilmustir. Steril edilen tohumlar kabuklu ve kabuksuz olarak her kavanozda 1 tohum olacak

sekilde ve her uygulama toplam 20 tohum in vitro ¢imlendirme i¢in kullanilmigtir.

4.1.1. Kabuklu Tohumlarda Sterilizasyon

Kabuklu defne tohumlarmin sterilizasyonu igin 6ncelikle tohumlarin yiizeyine %50
actijen uygulamasi (piiskiirtme seklinde) yapildiktan sonra 60 dakika boyunca saf suda
bekletilmistir. Tohumlar saf suda bekletildikten sonra kabin iginde farkli konsantrasyonlarda
(%20, %40, %60, %80 ve %100) NaOCI ¢ozeltisinde 15 dakika boyunca manyetik karistirici
yardimiyla sterilizasyona tabii tutulmustur. Ardindan 3x5 dk boyunca otoklavlanmus steril saf
suda durulanmis ve in vitro ¢imlendirme i¢in 0 MS ortamina alinmistir. Deneme sonunda elde
edilen verilere gore NaOCI konsantrasyonlar1 kontaminasyon uzerinde 0,01 dizeyinde

farklilik gostermistir. Farkli NaOCl konsantrasyonlarinda kabuklu defne tohumlarimin
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kontaminasyon ve ¢imlenme {izerindeki etkilerini belirlemek i¢cin Duncan testi sonuglari

Cizelge 4.1.”de verilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli NaOCIl konsantrasyonlarinin kabuklu defne tohumlarinin kontaminasyonu
ve ¢cimlenmesi Uzerine etkisi

Kontamine Cimlenen
NaOCI
Tohum Sayisi ve | Tohum Sayisi
Uygulama no. konsantrasyon ) ) ) .
(%) YUzdesi (%) ve YUzdesi (%)
0

Say1 % Say1 %

1 %0100 6a 334 0 0

2 %080 9 ba 39.2 0 0

3 %60 10 ba 45.0 0 0

4 %40 12b 50.8 0 0

5 %20 20c 90.0 0 0

Farkli harflerle yazilan ortalamalar arasinda Duncan testine gore 0,01 diizeyinde fark
vardir. Deneme sonuglar1 kontaminasyon ve ¢imlenme orani olarak Cizelge 4.1°de verilmistir.
Kabuklu defne tohumlar1 sterilizasyon isleminden sonra kavanozlarda bulunan 0 MS besin
ortamina ekilerek 21°C ’de 16 saat 151k, 8 saat karanlik fotoperiyotta iklim kabininde
cimlenmeye birakilmistir. Kabuklu tohumlarda yapilan sterilizasyon ¢alismasi sonucunda
kontaminasyon oran1 %34,4-%90 arasinda belirlenmistir. Uygulamalar arasindaki farklilik
istatistiksel olarak Onemli bulunmustur. En diisiik kontaminasyon %34,4 oraninda %100
NaOCIl konsantrasyonunda yapilan denemelerden elde edilmistir. En yiiksek kontaminasyon
ise, %90 oraninda %20 NaOCI konsantrasyonunda yapilan denemelerden elde edilmistir.
Kabuklu tohumlara uygulanan NaOCIl konsatrasyonlarinin hi¢ birinde ¢imlenme
goriilmemistir (Cizelge 4.1) (Sekil 4.1a,b).
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Sekil 4.1. Kabuklu defne tohumlarininda a; ¢cimlenme, b; kontaminasyon durumu
4.1.2. Kabugu Soyulmus Tohumlarda Sterilizasyon

Sterilizasyon i¢in defne tohumlar1 éncelikle 2-3 damla tween 20 ile yikanmis ve 1 ve
ya 2 defa piiskiirtme seklinde yapilan %50 actijen uygulamasindan sonra 60 dakika boyunca
akan musluk suyu altinda durulanmistir. Tamamen yikanan tohumlar steril kabin igerisine
alimmis ve dis kabuklar tohumdan tamamen uzaklastirilmistir. Kabuklar1 soyulan tohumlar
(%20, %40, %60, %80 ve %100) NaOCI ¢ozeltisinde 15 dakika slreyle manyetik karistirict
yardimiyla sterilizasyonu yapilmistir. Ardindan tohumlar 3x5 dk steril saf suda durulanmis ve
¢imlendirme i¢in 0 MS ortamina alinarak 21°C ’de 16 saat 151k, 8 saat karanlik fotoperiyotta
iklim kabininde in vitro ¢imlenmeye birakilmistir. Yapilan denemeler sonucunda NaOCI
konsantrasyonlar1 kontaminasyon ve ¢imlenme uzerinde 0,01 duzeyinde farklilik gostermistir.
Farkli NaOCl konsantrasyonlarinda kabuksuz defne tohumlarmin kontaminasyon ve
cimlenme Uzerindeki etkilerini belirlemek icin Duncan testi sonuglari Cizelge 4.2°de

verilmistir.

Cizelge 4.2. Farkli NaOCIl konsantrasyonlarinin kabuksuz defne tohumlari iizerine
kontaminasyon ve ¢imlenme etkisi

Kontamine Cimlenen
NaOCI
Uygulama Tohum Sayis1 | Tohum Sayisi
Konsantrasyon ) )
No. ) ve Yuzdesi (%) | ve Yuzdesi (%)
Ylzdesi (%0)
Say1 % Say1 %
1 %100 5b 30.0 3c 22.8
2 %80 2 ba 184 | 18a 71.6
3 %60 Oa 0 16a 63.4
4 %40 5b 30.0 | 10b 45.0
5 %20 19c 77.1 lc 12.9
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Farkli harflerle yazilan ortalamalar arasinda fark Duncan testine gore 0,01 diizeyinde
fark bulunmaktadir. Kabugu soyulmus tohumlarda kontaminasyon orani %0-%77,1 arasinda
farklilik gostermistir. %60 NaOCI konsantrasyonunda yapilan sterilizasyon denemelerinde
kontaminasyona rastlanmazken, en yiiksek kontaminasyon %90’ lik bir oranla %20 NaOCI
konsantrasyonunda goriilmiistiir. %80 NaOCI konsantrasyonu 18,4 kontaminasyon oraniyla
en iyi ikinci ortam olmustur. %100 ve %40 NaOCI konsantrasyonlarit kontamine tohum sayisi
(5) ve kontaminasyon yiizdesi (%30) bakimindan benzer sonuglar vermistir. Sterilizasyon
denemelerden alinan sonuglara gore sterilizasyon ¢alismalarinda tohum kabugu soyulmus 15
dakika stre ile %60 NaOCI konsantrasyonu kullanilmistir (Sekil4.2 a,b) (Cizelge 4.2).

Sekil 4.2. Kabugu soyulmus tohumlarda kontaminasyon ve ¢imlenme (a; kontaminasyon,
b;cimlenme)

4.2. Tohumlarin Cimlendirilmesi

Kabuklu ve kabuksuz olarak sterilizasyonu yapilan defne tohumlar1 0 MS besin ortami
iceren cam kavanozlara alinarak 21°C ’de 16 saat 151k, 8 saat karanlik fotoperiyotta iklim
kabininde in vitro ¢imlenmeye birakilmigtir. Tohumlarda ilk ¢imlenme 14 giin sonra kabugu
soyulmus tohumlarda goriilmiis ve c¢imlenme oran1 %12,9-%71,6 arasinda farklilik
gostermigtir. Tohum kabugu soyulmus tohumlarda en iyi ¢imlenme orani (%71,6) %80
NaOCl konsantrasyonunda steril edilen tohumlardan elde edilirken, en diisilk ¢imlenme
yuzdesi (%12,9) %20 NaOCI konsantrasyonunda steril edilen tohumlarda goriilmiistlr (Sekil
4.3). %60 NaOCl konsatrasyonunu kontaminasyon bakimindan en iyi ortami vermistir fakat
%80 NaOCI konsatrasyonunu cimlenmede daha iyi sonucu verdigi ic¢in c¢imlendirme
calismalarina %80 NaOCI ile devam edilmistir. Bu durumun yapilan ¢alisma sonucunda
tohum basarisina baglanmistir. Kabuklu tohumlarin ¢imlenmesinde ise, farkli NaOCI

konsatrasyonlarinin hi¢ birinde ¢imlenme goriillmemistir.
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Sekil4.3. Kabuksuz defne tohumlarinin ¢imlenmesi

4.3. Cimlenen Tohumlardan Gelisen Tepe ve Yan Siirgiinlerin Kesilerek Ayrilmasi
Yapilan ¢aligmadal5 giin sonra tohumlar ¢imlenmeye baslamis ve ¢imlenen 48 adet
tohumun tepe siirglinu kesilerek IBA’nin farkli konsantrasyonlarimi (0 mg/L, 0,5 mg/L ve 1
mg/L) iceren MS ve WPM besin ortamlarina aktarilmistir. Yaklasik 30 glin sonra tepe
stirglinii kesilmis ¢imlenen defne tohumlarindan yan surgiinler gelismistir. Sonug olarak tepe
stirgiini kesilmis ¢imlenen her tohumdan ortalama 5 yan siirglin gelismistir. Gelisen yan
stirginler kesilerek koklendirilmek amactyla IBA’nin farkli konsantrasyonlarini (O mg/L, 0,5

mg/L ve 1 mg/L) igeren MS ve WPM besin ortamlarina alinmistir.

Sekil4.4. Yan siirgiinlerin gelismesi

4.4. Tepe ve Yan Siirgiinlerin Koklendirilme Ortamina Aktarilmasi

Tepe siirgiinii kesilmis ¢imlenen tohumlardan ortalama 30 glin sonra yan sirgiinler
gelismistir. (Sekil 4.4). Tepe ve yan surginler koklendirilmek amaciyla IBA’nin farkli
konsantrasyonlarini (0 mg/L, 0,5 mg/L ve 1 mg/L) igeren MS ve WPM besin ortamlarina
aktarilmigtir (Sekil 4.5a,b). Tepe ve yan sirgunlerin koklendirme sonucglarinda herhangi bir
farklilik goriilmemistir (Sekil 4.6 a,b).
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Sekil 4.5. a; Tepe siirglinlerin ayrilip koklenme ortamina alinmasi, b; Yan siirglinlerin ayrilip
koklenme ortamina alinmasi

Sekil 4.6. Tepe ve yan surgilnlerin koklendirilmesi (a; tepe siirgln, b; yan surgin)

Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlarda IBA igeren besin ortamlarindaki bitkilerin kéklenme

verileri
No | Ortam Koklen Koklenen Her Kok Koklenme
(mg/L) me Bitki Say1 Surgindeki | Uzunlugu Ylzdesi
Suresi ortalama Kok Sayisi
(guin)
1 0MS 19.7b 1,00+0,00cd 1,00+0,00ab | 0,76+0,26 % 20 cd
2 0,5 mg/L 18.7b 1,33+0,33cd 1,33+0,33ab 1,11+0,13 % 26.7cd
IBA MS
3 1 mg/L IBA %9a 2,67+0,66ab 2,00+0,00a 0,13+0,18 % 53.3ab
MS
4 OWPM 29c¢ 0,33+0,33d 0,33+0,33b 0,50+0,50 % 6.7d
5 0,5 mg/L 19b 1,67+0,33bc 1,67+0,33ab | 0,93+0,32 %33.3bc
IBA WPM
6 1 mg/L IBA 8.7a 3,33+0,33a 2,00+0,58a 8,91+7,54 %066.7a
WPM
(F) P:0.00 P:0.01 P:0.02 P:0.3 P:0.01
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Farkli konsatrasyonlarda IBA igeren MS ve WPM besin ortamina alinan tepe ve yan
strgunlerin koklendirilmesinde hem besin ortami agisindan hem de koklenme siiresi agisindan
farkliliklar gozlenmistir. Koklendirme ortamlarina alinan tepe ve yan surglnler; kéklenme
siiresi, ortalama koklenen bitki sayisi, her siirgiindeki kok sayisi, kok uzunlugu, koklenme

yuzdesi bakimindan degerlendirilmistir (Cizelge 4.3).

Tepe ve yan yurginlerin koklendirilmesinde Cizelge 4.3 ’te gorildigii gibi hem
koklenme siiresi hem de koklenme ylizdesi bakimindan en iyi sonug yaklasik 8,7 giinliik siire
ve %66,7 koklenme oraniyla 1 mg/L IBA igeren WPM besin ortami ile 9 glnlik kdklenme
sresi ve %53,3 koklenme oraniyla 1 mg/L IBA iceren MS besin ortaminda goriilmiistiir. En
basarisiz sonug ise, 29 gunlik koklenme siresiyle %6,7 oraninda kdklenme gosteren 0 WPM

besin ortamindan elde edilmistir.

Koklenme Suresi: Varyans analiz sonucuna gore tepe ve yan slrgunlerin kéklenme
stiresi 0,01 diizeyinde 6nemli goriilmiistiir. Tepe ve yan siirgiin koklenmesinde siire agisindan
en basarili sonug 8,7 ve 9 gunlik sure bakimindan 6 (1 mg/L IBA WPM ) ve 3 (1 mg/L IBA
MS ) nolu ortamlarda gézlenmistir. Tepe ve yan surgiin kdklenmesinde en uzun sire ise, 29

gunluk sure ile 4 nolu (0 WPM ) ortamda gériilmiistiir.

Koklenen Bitki Sayisi: Koklendirme ortamima alinan tepe ve yan sirglnlerin
koklenmesay1 ortalamasi 3,33 ile 0,33 arasinda bir deger gostermistir. Koklenen bitki sayisi
bakimindan en yiksek sonu¢ 3,33 ortalamayla 6 (1 mg/L IBA WPM ) nolu ortamdan elde

edilirken, en az koklenme 0,33 ile 4 (0 WPM ) nolu ortamda gozlenmistir.

Her Siirgiindeki Kok Sayisi: Tepe ve yan siirgiinlerde olusan kok sayis1 2,00 ile 0,33
arasinda degisiklik gostermistir. Her bir siirgiinde olusan kok sayist bakimindan yapilan
degerlendirmede siirgiin basina en fazla koklenme 2 adet olarak 3 (1 mg/L IBA MS )ve 6 (1
mg/L IBA WPM ) nolu ortamdan elde edilmistir. Strgtnlerdeki en az kok sayis1 0,33 olarak 4
(0 WPM) nolu ortamda gortilmiistiir.

Kok Uzunlugu: Tepe ve yan sirginlerin kok uzunlugu 8,91cm ile 0,13cm arasinda
farklilik gostermistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucu koklendirme ortamina alinan

stirglinler kok uzunlugu bakimindan 6nemsiz goriilmiistiir (Sekil 4.7a,b).
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Sekil 4.7. Tepe ve yan surginlerin kok uzunluklari (a; tepe strginun kék uzunlugu, b; yan
stirgiiniin kok uzunlugu)

Koklenme Ylzdesi: Tepe ve yan siirgiin koklenmesi %66,7 ile %6,7 arasinda farklilik
gostererek Duncun testi sonucuna gore 0,01 diizeyinde 6nemli goriilmiistiir. Koklenme
yizdesi bakimindan en basarili sonug¢ 6 nolu (1 mg/L IBA WPM) besin ortamindan elde
edilmistir (Sekil 4.8a,b). En diisikk koklenme ise, 4 nolu (0 mg/L WPM) besin ortaminda

.
‘ # . oy
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Sekil 4.8. Tepe ve yan surglnlerin besin ortamindaki kokli goriintisu (a; kokli tepe surgind,
b; kokli yan strgunin )

goriilmiistiir.

a

4.5. Koklu Siirgiinlerin Dis Kosullara Ahstirllmasi (Aklimatizasyon)

Farkl1 konsantrasyonlarda IBA iceren MS ve WPM besin ortamlarinda koklendirilen
5-10 cm uzunlugundakikokli strgiinler musluk suyu ile yaprak ve koklere zarar gelmeyecek
sekilde yikanip kagit bardaklarda bulunan steril edilmis torf—perlit (1:1) karisimina
aktarilmistir. Bitkilerin {izerine beyaz seffaf poset gecirilerek +24+1 °C ’de %50 nem iceren
iklim odasinda biiyiimeye birakilmistir. Ikinci hafta sonunda poset iizerinde delikler acilarak
kademeli olarak nem orani diistirilmiistiir. Bitkiler tizerindeki streg tamamen 35 gun sonunda
acilmistir. Bitkilere su plskirtiilerek verilmistir. Iklim odasinda biiyiimeye birakilan bitkilere

ayda bir kez s1v1 glibre takviyesi yapilmistir.
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Farkli IBA konsantrasyonlarinda koklendirilen kokli defne fidelerinin iyi bir alistirma siireci
yapildig1 takdirde besin ortami ve konsantrasyon farki gozetmeksizin saglikli bir sekilde dis
kosullara aktarilacag goriilmiistiir. ilk asamada koklenen 40 adet bitkiden 26 tanesi (%65 )
saglikli bir sekilde dis kosullara alistirilmis ve gelisimine devam etmistir. Dig kosullara
alistirilan kOKIU defne fideleri biiyiik saksilara alinmigtir. Koklendirme g¢aligmalart 12 ay
boyunca devam etmis ancak dis kosullara alistirma ¢aligmalar1 sadece ilk asamada (8 gun ile

20 giin arasi) koklenen siirglinlerde yapilmistir (Sekil 4.9 a,b,c,d).

Sekil 4.9. Koklenenen bitkilerin dis kosullara aktarilmasi ve alistirilmasi (a; koklu fide,
b;kokli fidelerin digkosullara aktarilmasi, c; koklii fidenin saglikli bir sekilde
hayatta kalmasi, d; koklii fidelerin biiylik saksilara alinmasi)

28



5. TARTISMA

5.1. Defne Tohumlarinin Yiizey Sterilizasyonu ve Cimlenmesi

5.1.1. Defne Tohumlarimin Yiizey Sterilizasyonu

Yapilan tez ¢alismasinda defne tohumlarina kabuklu ve kabuksuz olmak Uzere iki
farkli sekilde 15 dakika sureyle %20, %40, %60, %80 ve %100 NaOCI konsantrasyonlarinda
sterilizasyon uygulanmistir. Kabuklu tohumlarda yapilan sterilizasyon calismasi sonucunda
kontaminasyon orani %34,4-%90 arasinda iken, kabuksuz tohumlarda kontaminasyon orani
%0-%77,1 arasinda farklilik gostermistir. Kabuklu tohumlarin sterilizasyonunda en diisiik
kontaminasyon %34,4 ile %100 NaOCI konsantrasyonundan elde edilirken, kabuksuz
tohumlarda %60 NaOCI konsantrasyonunda kontaminasyona rastlanmamistir. Kabuklu (%90)
ve kabuksuz tohumlarda (%7,1) en yiiksek kontaminasyon %20 NaOCI konsantrasyonunda
yapilan denemelerde gorilmiistiir. Yapilan c¢alismaya benzer olarak, Senyay (2008)
calismasinda sakiz agaci tohumlariin sterilizasyonu i¢in tohumlar 7 dakika siire ile %1°lik
NaOCl ¢ozeltisinde bekletilmis ve basarili sonug alinmistir. Diger bir ¢alismada ise, Chaari
Rkhis ve ark. (2011) zeytin bitkisinden aldiklar1 eksplantlarin sterilizasyonunda 8 dakika siire
ile %12 NaOCI konsantrasyonu denemislerdir. Odunsu bitkiler disinda otsu bitkilerin
tohumlarinda yapilan sterilizasyon ¢alismalarinda Aasim ve ark. (2008) ise, borulce
tohumlarma 5 ve 10 dakika siirelerinde %70 NaOCl konsantrasyonu kullanilmis ve basarili
sonuglar elde edilmistir. Fasllye tohumlarmin sterilizasyon galismalarinda Saglam (2005)
yaptig1 ¢alismada %20 NaOCI konsantrasyonunda 5 dakika stire bekleterek 3 kez saf su ile

durulama islemi yapmustir.

5.2. Defne Tohumlarmnin Cimlendirilmesi

Tez c¢aligmasinintohum ¢imlendirme ¢alismalarinda; tohumlar ©ncelikle 4 hafta
boyunca +4 °C ’de bekletilerek ¢imlendirme basarisinin artirilmasi hedeflenmistir. Tohumlar
uygun sterilizasyon uygulamalar1 sonrasinda kabugu soyulmus ve soyulmamis olarak 0 MS
besin ortaminda 21°C ’de 16 saat 151k, 8 saat karanlik fotoperiyotta iklim kabininde
¢imlendirmeye alinmistir. Kabuklu tohumlarin biitiin NaOCI konsantrasyonunda ¢cimlenmeye
rastlanmazken, kabuksuz tohumlarda c¢imlenme orami %12,9-%71,6 arasinda farklilik
gostermistir. En iyi ¢imlenme %71,6 oraniyla %80 NaOCI konsantrasyonunda steril edilen
tohumlardan elde edilirken, en disik ¢imlenme %12,9 oramiyla %20 NaOCI

konsantrasyonunda steril edilen tohumlarda goriilmiistiir.
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Bu tez ¢alismasinda yapilan ¢imlendirme g¢aligmalarina benzer olarak Cavusoglu ve ark.
(2014)’nin yaptiklar1 ¢alismada defne tohumlart kabuklu ve kabuksuz olmak Uzere
laboratuvar sartlarindaki ¢imlenme oranlari, ¢imlenme hizlar ve yetisen bitkiciklerin sasirtma
sonras1 dis kosullardaki adaptasyonu test edilmistir. Deneme sonucunda tohum kabugu
uzaklastirilmig taze tohumlarin ¢imlenme oranlarimin her iki tipte de %100’e ulastig
goriilmiistiir. Bunun disinda Sari ve ark. (2006) tarafindan yapilan yine baska bir ¢aligmada
defne bitkisinin kabuklar1 ayrilmis ve tohumlarda %85 oraninda ¢imlenme gergeklestigi
belirtilmistir. Takos (2001) tarafindan yapilan arastirmada defne tohumlarma 60 giinlik
boyunca soguk uygulamis ve sonucunda %100 ¢imlenme goriildiigii agiklanmistir. Farkli
odunsu bitki tohumlarinda yapilan ¢imlendirme ¢aligmalar1 da 6rnek alinarak kabugu soyulan
tohumlarda in vitro ¢imlendirme oraninin bu tez ¢alismasinda oldugu gibi daha yiksek

seviyede gerceklestigi goriilmiistiir.

5.3. In Vitro Ortamda Cimlenen Defne Tohumlarindan Kesilerek Ayrilan Tepe ve Yan
Surgunlerin Koklendirilmesi

Odunsu bitkilerde yapilan in vitro koklendirme galismalarinda en biiyiikk problem
koklendirmenin zor olmasidir. Yapilan bu tez g¢alismasinda in vitroda cimlenen defne
tohumlarindan kesilerek ayrilan tepe ve yan surginlerin koklendirme ¢alismalarinda en iyi
sonug 8,7 gunlik sire sonunda %66,7 koklenme oraniyla 1 mg/L IBA iceren WPM besin
ortami ile 9 gUnluk slreyle %53,3 kdklenme orani gosteren 1 mg/L IBA igeren MS ortaminda
goriilmiistiir. En disiik koklenme ise, 29 gunlik koklenme suresi ve %6,7 koklenme oraniyla
0 mg/L IBA igeren WPM besin ortamindan elde edilmistir. Yapilan koklendirme ¢aligmasina
benzer olarak Turkoziu ve ark. (2014) tarhun bitkisinde yaptiklari in vitro koklendirme
caligmasinda en uzun koklerin 0,5 mg/l IBA igceren tam MS ve 2 MS besin ortamlarindan
saglandigin1 BBD icermeyen besin ortamlarindaki kok uzunluklarinin daha kisa kaldigini
belirtmistir. Fidanc1 (2005) yilinda cevizde yaptig1 benzer bir ¢calismayla en yiiksek koklenme,
kok sayisi, kok uzunlugu ve kok kalinliginin Sebin ve KR-2 ¢esitlerinin her ikisinde de 4
mg/L IBA dozunda gergeklestigi ifade etmistir. Boza ve Altun (2013b). tarafindan defne
bitkisinde yapilan ¢alismada ise in vitro koklenme saglanamayarak basarisiz sonug elde
edilmistir. Pelegrini ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismada kok indlksiyonu icin IBA (0; 1,25;
2,5; 5 veya 10 uM) ve (0; 2,5; 5 veya 10 mM) * nin farkli konsantrasyonlarini uygulamistir.
En yiiksek koklenme orani dordiincii alt kiiltiirden sonra 5 uM BAP igeren ortamdan

gbzlenmistir. Bitkilerin hayatta kalma oran1 %56,7 ile basarili sonug vermistir.
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Oncel (2011) jajoba bitkisine ait siirgiinlerde yaptig1 koklendirme galigmasinda NAA, IAA ve
IBA’nin farkli dozlarini igeren MS besin ortamini kullanmistir. En iyi kdklenme ylizdesini
%40 oraniyla 3 mg/L NAA ile %30 oraniyla 1 mg/ IBA iceren MS ortamindan saglamistir.
Koklenme yiizdesini artirmak amaciyla sukroz, %2 MS ve aktif karbon ilavesi yapildigi ve
sonucunun basarili oldugu bildirilmistir. Farkli bir diger ¢alismada Kepenek ve Kolagasi
(2016) cevizde yaptiklart koklendirme ¢alismasinda en ylksek sonucu %62,71 ile 5 mg/L
IBA igeren ortamdan elde etmislerdir. Farkli bir diger calismada Kog¢ ve ark. (2014) sakiz
agacinin koklendirilmesinde farkli konsantrasyonlarda 1 mg/L, 2 mg/L ve 4 mg/L) IBA iceren
MS besin ortamimi kullanmiglardir. Siilisoglu ve Cavusoglu (2013) karayemis bitkisinde
mikrogogaltim sonucu elde ettikleri 1-2 cm uzunlugundaki mikro siirgiinlerin koklenmesinde
0,5 mg/LL IBA kullanmis ve basarilt olmuslardir. Akram ve Aftab (2012) dut bitkisinde
yaptiklar1 ¢alismada 25 giinliik kiiltiir siiresi sonunda %0,1aktif komir ile desteklenmis 4 uM
IBA iceren %> MS besin ortaminda %85,6 oranda basarili bir kdklenme sonucuna
ulasmislardir. Demiral ve Ulger (2008) kiraz agacinin Gisela-5 ¢esidinde yaptiklari ¢alismada
en iyi koklenmeyi 9%92,88 ile 6 mg/L NAA denemesiyle elde etmislerdir. Slrgin
koklendirilmesinde karanlik kosullar1 tercih eden Emam ve Ghamarizare (2013) Sorbus
aucuparia L. bitkisinde 1,5 mg/L IBA igeren modifiye besin ortaminda basari saglamiglardir.
Yadav ve Singh (2011) elma agacinda yapiklari ¢alismada mikrogogaltimla elde ettikleri
stirgiinlerin koklenmesinde 1 mg/L TAA kullanmislardir. Soni ve ark. (2010) elma bitkisinde
yaptig1 benzer bir caligmada koklenmeyi IBA ve TAA’ nin yiiksek konsantrasyonundan
saglamislardir. Calismadaki koklenme basarisi %72 olarak bildirilmistir. Koéklendirme
tizerinde makro elementlerin (N, P, K ve Mg) 6nemli rolii oldugu bildiren Amiri ve Gharati
(2012) cevizde yaptiklari ¢alismayda mineral madde varliginda koklendirmeyi %75 oraninda
yiikksek bulurken, mineral madde yoklugunda ise %13 ile disik kaldigin1 ortaya
koymusglardir. Giiler (2017) nektaride yaptigi farkli bir calismayla in vitro kosullarda
cogaltilan mikro siirglinlerin koklenmesi amaciyla BBAR 1rklariyla (Bacillus subtilis 13,
Bacillus lentus 13, Bacillus megaterium 14 ve Rhodotorula spp. 15) inokiile ettigi bitkilerde
koklenme elde edemezken, IBA igeren besin ortaminda %100 ve %88,8 oraninda yiiksek
koklenme saglanmustir. Tilkat ve ark. (2009) antepfistiginda yaptiklar: in vitro koklendirme
calismasinda 2 mg/L IBA ile desteklenmis besiyerinde yiiksek bir kéklenme orani (%84)
kaydetmislerdir. /n vitro ortamda koklenen bitkiler; toprak, kum ve turba (1: 1: 1) karisimiyla

doldurulmus saksilara aktarilmistir.
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5.4. In Vitroda Gelisen Koklii Defne Siirgiinlerinin Dis Kosulara Ahstirilmasi
(Aklimatizasyon)

Farkli konsantrasyonlarda IBA igeren MS ve WPM besin ortamlarinda koklendirilen

5-10 cm uzunlugundaki koKl surglnlerkagit bardaklarda bulunan steril edilmis torf—perlit
(1:1) karisimina aktarilmis ve bitkilerin iizeri beyaz seffaf posetle ortiilerek +24+1 °C ’de
%50 nem igeren iklim odasinda biiyiimeye birakilmistir. Ikinci hafta sonunda poset iizerine
delikler agilmis ve boylece nem orani kademeli olarak distiriilmistiir. Bitkilerin dis ortama
alismas1 tamamlandiktan 35 giin sonra poset kaldirilmistir. Iklim odasinda biiyiimeye
birakilan bitkilere ayda bir kez siv1 giibre takviyesi yapilmistir. KOkl 40 adet stirgiinden 26
tanesi (%65 ) basarili bir sekilde gelisimine devam etmis ve biiyiik saksilara aktarilmistir.
Yapilan tez calismasina benzer calismalardan Akram ve Aftab (2012) tarafindan dut
bitkisinde yapilan ¢alismada 0,5 mg/L IBA ortaminda koklenen bitkiler basariyla topraga
transfer edilmistir. Bu ortamda koklenen bitkilerde yliksek bir hayatta kalma saglanmistir.
Kiling ve ark. (2015b) sakiz agacinda yaptiklari ¢alismada %94,15 oraninda yiiksek oranda
koklenen bitkilerini iklimlendirilmesi igin gelistirilen yontemi uygun oldugu ortaya
konulmustur. Sag kalimyiizdesi (%95) yiksek olan bitkiler 4 ay sonra dahi buylimeye devam
etmiglerdir. Ayni arastirmacinin Kiling (2013a) farkli bir ¢alismasinda IBA’ nin farkh
konsantrasyonlarinda %94 oranindabasarili bir sekilde koklendirdigi Sakiz agacina ait
stirginlerin aklimitizasyon protokolinde de basarili oldugunu bildirmistir. Canli bitki orani
aklimitizasyondan igleminden iki ay sonra %95 olarak raporlandirilmistir. San ve ark. (2014)
Mersin bitkisinde 1 mg /L IBA + 2 g /L AC (aktif kdmdir) iceren % MS besin ortamindan
yuksek koklenme elde etmis ve bitkilerin %86’sim1 dis kosullara basarili bir sekilde
alistirmiglardir. Eroglu ve ark. (2013) seftalinin embriyo rejenerasyonundan elde ettikleri
bitkileri serada iki ay siireyle izlenmislerdir. Bitkilerin hayatta kalma basarilar1 ortamlara gore
farklilik gostermekle beraber %8,6-38,4 arasinda degisim gostermistir. Ozden ve ark. (2008)
Okiizgdzii ve Bogazkere iiziim cesitlerinde yaptiklari organogenesis calismasi sonucu
koklendirdikleri bitkileri torf-perlit karisimina transfer etmis ve iklim odasinda basarili bir
sekilde dis kosullara alistirmiglardir. lvanicka (1987) dut bitkisinde koklenmeyi 0,2 mg/L IBA
ve 0,2 mg/L NAA varliginda gergeklestirmistir. Siirglinlerin dis ortama aligtirilmasinda %90
basarili olunmustur. Fidanci1 ve ark. (2005b) kirazda yaptiklar1 koklendirme g¢alismasinda 1
mg/L IBA kullanarak ¢ hafta icerisinde % 95 ile % 100 oraninda koklendirilme saglamis ve
koklenen bitkiler turba yosunu ve perlit (1:1) karisimi igeren plastik kaplara aktarmiglardir.

Aklimatizasyon asamasinda hayatta kalma oraninin yiiksek oldugu bildirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Ulke ekonomisinde 6nemli bir yere sahip olan Akdeniz defne’sinde yapilan bu tez
calismasinda ¢imlendirilen 48 kabuksuz defne tohumlardan gelisen tepe strgiinler (ilk stirgin)
kesilerek ortalama her tohumdan 5 yan surglin gelismistir. Tepe ve yan sirginlerin
koklendirilmesinde en basarili sonuglar 8,7 glnlik sure ve %66,7 koklenme oraniyla 1 mg/L
IBA igeren WPM besin ortami ile 9 giinllk siire sonunda %53,3 koklenme orani veren 1 mg/L
IBA igeren MS ortamindan elde edilmistir. KOkIu fidelerin in vitro ortamda
koklendirilmesinde WPM ve MS besin ortamindan yakin sonuglar alinmasindan dolayr MS
besin ortaminin WPM besin ortamina gére daha diisiik maliyetli ve kolay tedarik edilebilme
gibi imkanlar1 gbz oniine alindiginda defne bitkisinin in vitro fidan gelistirme c¢alismalarinda
MS ortaminin kullanilmasinin daha avantajli olacagi 6n goriilmiistiir. Yapilan ¢aligmaya gore,
in vitro kosullarda defnefidan gelistirme ¢alismalarinin kisa siire iginde basarili bir sekilde
gerceklestirilebilecegi ortaya konmustur. Koklenen defne fidanlarinin dis ortama alistirilmasi
da en az koklendirilme kadar énemli olmustur. /n vitro ortamda gelisen defne fidanlarinin dis
kosullara aktarilmasinda nem kontroliiniin iyi bir sekilde yapildig: takdirde alistirma igleminin
basarili olacagi belirlenmistir. Sonug olarak; yapilan bu ¢alismada Akdeniz Defnesi’nin ticari
ana¢ ve fidan yetistiriciliginde, in vitro mikrogogaltim ve in vivo gelik yetistirme
calismalarindan daha avantajli oldugu goézlenmistir. Defne bitkisinde yapilan bu ¢alismanin in
vitro mikrogogaltim ve in vivo ¢elik yetistirme ¢alismalarina gore; daha pratik, kolay ve daha
kisa stirede fidan eldesi saglanacagi ortaya konmustur. Akdeniz Defne’sinin disaridan
toplanmasiyla dogadan tahrip edilmesine karsi in vitro kosullarda hizli bir sekilde ¢ogaltilip

koklii defne fidanlari elde edilerek dogaya daha erken kazandirilmasi saglanabilecektir.
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