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OZET

KARAYEMIS (Prunus laurocerasus L.) BITKISININ IN VITRO DOKU KULTURU
OPTIMIiZASYONU

Giilfem DOGAN

Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Seyda SAVALAN

Karayemis (Prunus laurocerasus L.), peyzaj diizenlemesinde parlak, koyu yesil yapraklari ve
kokulu beyaz cicekleri ile siis degeri agisindan tinliidiir. Ancak, estetik ¢ekiciliginin Gtesinde,
karayemis, biyolojik 6nemine katkida bulunan gesitli fitokimyasal 6zelliklere sahiptir. Baslica
fitokimyasallarindan biri, amygdalin gibi siyanojenik glikozitlerdir. Ayrica g¢esitli
farmakolojik aktiviteler sunan triterpenoidler, flavonoidler, fenolik bilesikler ve tanenler
icerir. Karayemisin c¢ogaltimi, dogal olarak tohum dagilimi yoluyla veya yapay olarak
vejetatif cogaltma yontemleriyle gerceklesebilir. Tohum dagilimi, uygun habitatlarda genetik
cesitliligi ve dogal ¢ogalimi saglar. Ayn1 zamanda, in Vitro mikrogogaltma, karayemisin
cogaltilmasi, korunmasi ve genetik iyilestirilmesi i¢in 6nemli avantajlar sunar, siirdiiriilebilir
yetistirme uygulamalarin1i ve ¢esitli pazar taleplerini karsilamak iizere yeni cesitlerin
gelistirilmesini kolaylastirir. Bu ¢alismada, Kirklareli ilinin Liileburgaz ilgesinden toplanan
Karayemis (Prunus laurocerasus L.) bitkilerinin siirgiin uglarini kullanarak farkli bitki
biiyiime diizenleyicileri kombinasyonlari ile bitkinin in vitro mikrogogaltimi amaglanmustir.
Dis ortam kosullarindan toplanan eksplantlarin sterilizasyon agamasinda civa kloriir (HgCl>)
kullanilmis ve %0,1 HgCl, igeren ortamdan 8 dakika sonra basarili sonug elde edilmistir. En
iyi ¢ogaltim sonucu, 1 mg/l BAP, 0,5 mg/l GAs ve 0,1 mg/l IBA igeren MS ortamindan elde
edilmistir. 21 giin sonra 5 cm uzunluga ulasan siirgiinler koklendirme ortamina aktarilmistir.
Tim ortamlarda dort hafta i¢inde koklenme gozlenmis olup, en gii¢lii ve uzun kok, 2 mg/l
IBA, 0,5 mg/l GA3 ve 0,15 g/l Fe-EDDHA ig¢eren MS 0 ortamindan elde edilmistir. Son

olarak, koklenen bitkiler seradaki saksilara aktarilmistir.

Anahtar Kelimeler: Karayemis, in vitro, Mikrogogaltim, Koklendirme, Siis Bitkisi, Fe-
EDDHA



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF IN VITRO TISSUE CULTURE OF CHERRY LAUREL (Prunus
laurocerasus L.) PLANT
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Cherry laurel (Prunus laurocerasus L.) is renowned for its ornamental value in landscapingdue
to its glossy, dark green leaves and fragrant white flowers. However, beyond its aesthetic
appeal, cherry laurel possesses several phytochemical properties contributing to its biological
significance. One of the primary phytochemicals in cherry laurel is cyanogenic glycosides,
such as amygdalin. Cherry laurel contains triterpenoids, flavonoids, phenolic compounds, and
tannins, which offer various pharmacological activities. Cherry laurel regeneration can ocur
naturally through seed dispersal or artificially through vegetative propagation methods. Seed
dispersal facilitates genetic diversity and natural regeneration in suitable habitats. At the same
time, in vitro micropropagation offers significant advantages for the propagation,
conservation, and genetic improvement of cherry laurel, facilitating sustainable cultivation
practices and the development of novel varieties to meet diverse market demands. The aim of
the study was to conduct an in vitro micropropagation experiment using shoot tips of Cherry
laurel (Prunus laurocerasus L.) plants collected from Liileburgaz district of Kirklareli
province, Turkey, with different combinations of plant growth regulators. During the
sterilization stage of the collected explants from outdoor conditions, mercury chloride
(HgCl2) was utilized, and the successful result was obtained from a medium containing 0,1%
HgCl.for 8 minutes. The best regeneration result was achieved from MS medium
containing 1 mg/l BAP, 0.5 mg/l GAs, and 0.1 mg/l IBA. Shoots reaching a length of 5 cm
after 21 days were transferred to a rooting medium. Rooting was observed in all mediums
within four weeks, with The strongest and longest root was obtained from 0 MS medium
containing 2 mg/l IBA, 0,5 mg/l GAs, and 0,15 g/l Fe-EDDHA. Finally, rooted plants were
transferred to pots in the greenhouse.

Keywords: Cheery Laurel, in vitro, Micropropagation, Rooting, Ornamental Plant, Fe-
EDDHA
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1. GIRIS

Karayemis (Prunus laurocerasus L.) Giineydogu Asya ve Giineydogu Avrupa’nin
Karadeniz’e kiyisi olan bolgelere 6zgii bir bitkidir ve Tiirkiye’nin kuzey kesiminde yaygin
olarak yayilis gostermekte olup farkli oOzellikler gosteren bircok c¢esidi bulunmaktadir.
Tarihsel olarak bu tiir ilk kez 1546 yilinda Kuzeydogu Tiirkiye’de Fransiz Arastirmact Pierre
Belan tarafindan Trabzon’dan toplanmis ve tanimlanmistir (Ercisli, 2004). Hem meyve hem
de siis bitkisi 6zelligine sahip bir tiir olan Karayemis bu bolgede dogal olarak yetismektedir.
Bolge halkinin yemek kiiltiirtinde yer aldig1 ve bdlgenin dogasina renk kattigindan dolayi
bolge halki icin degerli bir bitkidir (Islam, 2000).

Karayemis, Rosaceae familyasina ait giilgiller takiminda bulunan Prunus cinsinin bir

tiriidiir (Cizelge 1.1.).

Cizelge 1.1. Prunus laurocerasus L. bitkisinin sistematigi

Alem Plantae

Boliim Tracheohyta

Alt Boliim Angiospermae

Simif Magnoliopsida

Takim Rosales

Familya Rosaceae

Cins Prunus

Tiir Prunus laurocerasus L.

Karayemis, 6 metreye kadar boylanabilen ¢ali benzeri kiiciik aga¢ formundadir, sicak
iliman iklim bitkisidir ve kuvvetli kok sistemine sahiptir (Islam, 2002). Karayemis bitkisinin
cicekleri erseliktir, bu bitkinin ¢i¢eklerinde 5 adet beyaz renkli ta¢ yaprak, 5 adet yesil renkli
canak yaprak, 18-21 adet erkek organ ve bir disi organ bulunmaktadir. Disi organ ¢icegin
merkezinde yer alir ve tiiylii degildir. Yumurtalik orta durumludur (Stlisoglu, 2011). Bitkinin
cigekleri polen kaynagi olarak arilar tarafindan ¢ok tercih edilirler (Cinbirtoglu, 2014) (Sekil
1.1).
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Sekil 1.1. P.laurecerasus L. bitkisinin ¢icek ve meyve gorinimii (a) Cigek i¢ yapisi
goriiniimii (b) Karayemis ¢i¢ek goriiniimii (¢),(d) Dalinda meyve goriiniimii

Karadeniz bolgesinde yaygin olmakla birlikte, baz1 Balkan tilkelerinde, Bat1 Avrupa
ve Bati1 Kafkasya, Kuzey Iran, Dogu Marmara ve bazi Akdeniz iilkelerinde yetismektedir
(Vahapoglu, Celik ve Ayaz, 2018) (Sekil 1.2.).



Sekil 1.2. Karayemis bitkisinin Diinya’da yayilim gosterdigi alanlar
Kaynak: https://identify.plantnet.org/tr/the-plant-list/species/Prunus%20laurocerasus%20L./data (Erisim Tarihi:
21.05.2023)

Tiirkiye’de ozellikle Rize, Trabzon, Giresun, Sinop, Zonguldak ve Kastamonu gibi
bolgelerde dogal olarak yetismektedir (Demir, 2014) (Sekil 1.2.). Karayemisin Oxygemmis,
Globigemmis ve Angustifolia olmak {izere Tiirkiye’de yetisen ii¢ kiiltiir formu tespit

edilmistir (Ayaz, Kadioglu, Reunanen ve Var, 1997).

Distribution of The Taxon Over Turkey

Sekil 1.3. Karayemis bitkisinin Tiirkiye yayilis alanlar
Kaynak: (TUBIVES,2023)

Karayemis y1l boyunca yesil kalabilen, farkli renk ve sekillere sahip bir agagtir. Laz
yemisi ya da laz kirazi olarak da adlandirilan karayemis fakli iklim kosullarinda yetigmesine
ragmen tiiketimi yaygin olmayan bir meyveye sahiptir. Karayemis meyvesi cinsine gore oval-
uzun sekilde, renkleri kirmizi, koyu mor ve siyah olmak iizere farklilik gostermektedir (Talih,

2018).


https://identify.plantnet.org/tr/the-plant-list/species/Prunus%20laurocerasus%20L./data

Her dem yesil yaprakli yapisi ile dogal olarak yetistigi yerlerde siis bitkisi olarak 6ne
cikmaktadir. Dekoratif koyu yesil renkli parlak yapraklari, kokulu ¢igekleri ve meyveleri
nedeniyle ¢ogunlukla bahgelerde canli ¢it bitkisi olarak kullanilir. Hizli gelisir, golge etkisi
yiiksektir, alan1 kapatarak etkin koruma saglar (Ribeiro, Mendes ve Rodrigues, 2008).

Karayemis agac1 Mart ve Nisan aylari arasinda ¢igeklenmekte, Eyliil ayina kadar ise
meyve vermektedir (Vahapoglu, Celik ve Ayaz, 2018). Meyve olusmasi i¢in bolgenin nemli,
giinesli ve 1liman iklim kosullarmi saglamas1 gerekmektedir. Iklim kosullarinin saglanmadig1
durumlarda c¢igek acimi erken olusarak don olaylarindan zarar goren agaglar meyve
vermemektedir (Demir, 2014). Meyvenin kabugu diizgiin, ince ve parlaktir. Meyve eti sulu,
acik pembe veya krem renklidir. Tadi cinsine ve olgunlasmaya bagli olarak degisiklik
gostermektedir. Olgunlagsmamis halde iken buruk tada sahip olup olgunlagma tamamlaninca

burukluk azalarak hafif tatli ve aromatik bir 6zellige sahip olur (Islam, 2002).

Taze yapraklari, anti-inflamatuar ve anti-nosiseptif (doku zedelenmesinden kaynakli
agr1) etkileri nedeniyle, bogaz agrisi igin agr1 kesici, ates diistiriicii ve tedavi edici ajan olarak
kullanilabilmektedir (Erdemoglu, Kiiltiir ve Yildirim, 2003). Diger bir ¢alismada, karayemis
meyvesinin antiproliferatif (hiicre biiylimesini ve ¢ogalmasini engelleyen) etkisi {izerine
yapilan incelemelerde, karayemis meyvesinin kanser hiicrelerine karsi antikanser ajan
etkinligi gostermedigini bulgulamistir. Ote yandan karayemisin kemoterapétik ajanlara karsi
sitotoksisiteyi azaltict dogal bir kaynak olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Aydin, Demir,
Sahin ve Vahapoglu, 2016).

Bolgesel bir iiriin oldugundan iilke genelinde fazla bilinmemektedir. Bundan dolay1
liretim ve tiiketim hakkinda net veri bulunmamaktadir. Ozellikle besin degeri bakimindan
zengin olan karayemisin, halk arasinda mide rahatsizliklari, sindirim sikayetleri, seker

hastalig1, bronsit ve egzama gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Giil, 2017).

Karayemis meyvesi icerik olarak zengin bir meyvedir. Genel olarak temmuz ayinda
olgunlasan meyveler yiiksek su, protein ve karbonhidrat igermektedir. EK olarak pektin,
fenolik bilesikler (flavonoidler (antosiyanin), flavonoller, tanin, lignin), vitamin (A, C, D) ve
mineral agisindan da zengin bir bitkidir (Karahalil ve Sahin, 2011). Yapilan farkli ¢aligmalar
sonucunda karayemis meyvesinin iginde farkli seker tiirlerinin bulundugu sonucuna
varilmistir. Ornek olarak fruktoz, glukoz, ksiloz ve arabinoz bulunmaktadir (Alasalvar, Al-

Farsi ve Shahidi, 2005) (Cizelge 1.2.).



Dondurulup kurutulan meyvelerinde antioksidan ve fenolik igerigi korunmakta olup
gerek besleyici iiriin elde etme gerekse {iriiniin sezon disinda degerlendirilebilmesi acisindan

onemli bir avantaj saglar (Glimiisay ve Yal¢in, 2019).

Cizelge 1.2. P. laurocerasus L. meyvesinin besin 6gesi ve enerji igerigi (100 gr)

Besin Bilesimi Miktar Besin Mikta
Bi_lesi r
mi
Enerji (kkal) 75,00 P (mg) 21
Su (g) 79,85 Na (mg) 3
Protein (g) 1,40 Mg (mg) 24
Yag (g) 0,54 Ca (mg) 45
Karbonhidrat (g) 14,72 Zn (mg) 0,26
Glikoz (g) 5,09 C vitamin (mg) 2,3
Fruktoz(g) 6,36 A vitamin (RE) 2
Lif(toplam) 2,81 B karoten (mcg) 19
Fe(mg) 0,55 Lutein (mcQ) 29

Kaynak: Ulusal Gida Kompozisyon Veri Tabani (Tiirkomp). Erisim yeri: www.turkomp.gov.tr Erisim tarihi:
21.05.2024

Karayemisin besin olarak tiiketiminin yani sira mide tilseri, bronsit, egzama, hemoroid
tedavisinde ve diliretik olarak da kullanilmaktadir. Buna ek olarak yiiksek antioksidan
kapasitesi karayemisin kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diabetes mellitus, kronik ve
norodejeneratif hastaliklarin tedavisi ve Onlenmesinde etkili olabilecegi belirlenmistir
(Karatas ve Ucar 2018). Halk arasindaki inanca gore, bobrek tasi diisiirmeye ve idrar
soktiirtici 6zeligi ile de 6dem atmaya yaradig: diisiiniilmektedir. Uyku diizenleyici, analjezik
ve yatistiricr etkileri mevcuttur. Yiiksek antioksidan 6zelligi sayesinde, oksidatif stresin neden
oldugu ya da patafizyolojisinde etkili oldugu biitiin hastaliklarda oldugu gibi, kalp
rahatsizliklarr, Alzheimer gibi ndrodejeneratif hastaliklarda koruyucu etkisi olduguna
inanilmaktadir (Yesilada, Giirbiiz, Sener ve Comertpay, 1999; Baytop, 2001; Kolayli,
Kamiloglu, Yildirim ve Zengin, 2003).

Bitki doku kiiltiirii, geleneksel yontemlerle kolayca ¢ogaltilamayan bitkilerin
cogaltilmasinda, bitki hastaliklarina karsi somaklonal diren¢ olusturulmasinda, 1slah
caligmalar1 yapilmasinda, direngli bireylerin se¢ilmesinde, gen kaynaklarinin korunmasinda,
bitkilerin hastaliklardan arindirilmasinda ve sekonder metabolitler gibi biyokimyasal

irtinlerin elde edilmesinde kullanilir (Rugini ve Verma, 1982; Giirel ve Giilgen, 1998). Bir¢ok



bahce bitkisi i¢in 6nemli bir klonal ¢ogaltma yontemi olan doku kiiltiirii, ¢ok sayida yeni
tireme materyali elde etmek, genetik materyali in vitro olarak korumak ve saglikli asili

fidanlar tiretmek amaciyla klonal temizleme islemlerinde kullanilabilir.
1.1 Literatiir Ozeti

Bu boliimde Prunus tiirleri ve P. laurocerasus L. bitkisi ile ilgili literatiirde yer alan

mikrogogaltim ¢aligmalar1 anlatilmaktadir.

Ponchia (1990) arastirmasinda, P. laurocerasus cv. 'Otto Luyken' ¢esidinde siirgiin
cogalmasi ve kok olusumu tesvik edilmeye calisiimistir. Calismada Benziladenin (BA),
naftaleneasetik asit (NAA) ve gibberellik asit (GAs) gibi biiylime diizenleyicileri
kullanilmistir. GAs siirglin uzamasini tesvik ederken, NAA'min indol-3-biitirik asitten (IBA)
daha iyi bir kok tesvik edici faktor oldugu belirlenmistir.

Ribeiro vd. (2008) farkli IBA konsantrasyonlarmmin karayemis (P.laurocerasus)
yayilim1 lizerindeki etkilerini degerlendirmistir. IBA, koklenme oranini, kok sayisini ve kok
uzunlugunu 6nemli dl¢iide artirmistir. En yiiksek kok sayis1 7.500 ppm IBA ile, en uzun kdk
ise 1.000 ppm IBA ile gbzlemlenmistir.

Ying-Ning (2010) tarafindan yapilan arastirma, Cin erigi (Prunus salicina Lindl. cv.
'Gulf-ruby") i¢in etkili bir in vitro kiiltiir sistemi gelistirmistir. En basarili siirgiin ¢cogalmasi ve

koklenme belirli biiytime diizenleyicilerinin kombinasyonlari ile elde edilmistir.

Hosseini vd. (2011) , Prunus mahaleb kiraz anacinin mikrogogaltimini arastirmistir.
Calismada BAP, GAs, IBA, NAA gibi biiyiime diizenleyicilerinin kombinasyonlari
kullanilmigtir. En iyi siirglin ¢ogaltimi 2 mg/l BAP iceren MS ortaminda, en iyi kok gelisimi
ise 1,5 mg/l IBA ve 0,5 mg/l NAA igeren MS ortaminda ger¢eklesmistir.

Sisko (2011), Gisela 5 anacimin in vitro c¢ogaltilmasiyla ilgili ¢aligmasinda
eksplantlarin sterilizasyonunda dikloroizosiyaniirik asit ve sodyum hipoklorit kullanmustir.
Cogaltma ortami olarak MS ve WPM kullanilmis ve WPM ortaminda ¢ogalmanin daha
yiiksek oldugu bulunmustur. En iyi kdklenme 0,5 mg/l IBA uygulamasindan elde edilirken,

en diisiik koklenme 1 mg/l NAA uygulamasinda gozlemlenmistir.

Siiliisoglu ve Cavusoglu (2013) , P.laurocerasus L.'nin in vitro mikrogogaltim

protokoliinii gelistirmislerdir. En yiiksek siirgiin sayist1 2,0 mg/l BAP + 0,1 mg/l IBA



kombinasyonundan elde edilmistir. Koklenme igin en iyi sonu¢ 0,5 mg/l IBA igeren MS

ortamindan elde edilmistir.

Dorig vd. (2014), Prunus sp. anaglarinin mikrogogaltim kapasitesini belirlemislerdir.
Enfeksiyon oraninin %100 oldugu ve koklenme ortamina Fe-EDDHA ilave edilmesinin
koklenme oranint 6nemli derecede artirdigi bulunmustur. En yiiksek kdklenme orani Gisela 6
anac1 ve D6 genotipinde 1 mg/l IBA dozunda iken, diger genotiplerde farkli IBA

konsantrasyonlar1 gerekli bulunmustur.

Sarropoulou vd. (2014), IBA ve L-argininin morfolojik ve biyokimyasal etkilerini
aragtirmiglardir. En iyi koklenme orani (%100) 2 mg/l IBA ve 1 mg/l L-arginin
kombinasyonundan elde edilmistir. L-arginin ve IBA'nin her iki anacta kok sayisina ve kok

uzunluguna pozitif etkisi oldugu belirlenmistir.

Aydin vd. (2015) , Gisela 5, Gisela 6 ve SL 64 kiraz anaglarinin doku kiiltiirii yoluyla
cogaltma olanaklarin1 arastirmiglardir. En yiiksek siirgiin sayist WPM ortaminda elde

edilmistir. IBA dozunun artmasiyla kdklenmenin arttig1 tespit edilmistir.

Dori¢ vd. (2015), Oblacinska visne anacinin mikrogogaltimini incelemislerdir. En
diisiik enfeksiyon orani kasim ve aralik aylarinda elde edilmistir. En yiiksek koklenme orani

¥ MS, 1 mg/l IBA kombinasyonunda ger¢eklesmistir.

Fallahpour vd. (2015), Gisela 5 kiraz anacinin mikrogogaltiminda en iyi besi ortami ve
bitki biiylime diizenleyicilerini belirlemislerdir. En yiiksek koklenme orani 2 mg/l IBA igeren
WPM ortamindan elde edilmistir.

Hosseinpour vd. (2015), MxM 60 kiraz anacinin mikrogogaltimi iizerine
calismiglardir. En fazla siirgiin sayis1 0,7 mg/l BAP igeren DKW ortamindan elde edilmistir.
En yiiksek koklenme orani 1 mg/l IBA igeren 2 MS ortamindan elde edilmistir.

Shabani vd. (2015), Myrobalan 29C anacinin mikrogogaltimi i¢in en uygun ortam ve
bitki biiylimeyi diizenleyicilerini belirlemislerdir. En yiiksek koklenme orant DKW ortaminda
1 mg/l NAA ile elde edilmistir.

Kassaye ve Bekele (2015), P. salicina L. var. Methley’in in vitro klonal ¢ogaltilmasina
yonelik protokolii optimize etmislerdir. En yliksek siirgilin indiiksiyon tepkisi 0.5 mg/l BAP ve
0.1 mg/l IBA ile desteklenmis MS ortaminda gézlemlenmistir.



Cuc ve Petrus-Vancea (2016), Prunus laurocerasus Novitanin in vitro kiiltiirlerini
olusturmay1 ve aktif komiir kullanarak kok olusumunu artirmayr amaglamislardir. Ancak,

kiltiir ortaminda beklenmeyen bir pH artis1 nedeniyle kiiltiir kayb1 yasanmaistir.

Aydin vd. (2017), Gisela 6 ve SL 64 kiraz anaglarimin in vitro kosullarda
cogaltilabilme performanslarini aragtirmiglardir. En fazla siirgiin sayis1 Gisela 6 anacinda 0.1

mg/l GAsz + 0,1 mg/l IBA + 0,5 mg/l BAP igeren ortamdan elde edilmistir.

Sedlak ve Paprstein (2017), Amid ve Kares Friihe kiraz gesitlerinin siirgiin olusturma
ve koklenmesini etkileyen faktorleri incelemislerdir. En yiiksek siirgiin cogalmasi 4 mg/l BAP

uygulamasi ile elde edilmistir.

Sharma vd. (2017), Gisela 5 kiraz anacinin in vitro ¢ogaltiminda etkili ve giivenilir bir
protokol olusturmay1 amaglamiglardir. En yiiksek koklenme orani 0,5 mg/l IBA igeren MS

ortaminda elde edilmistir.

Tanriverdi vd. (2017), Gisela 5 kiraz anacinin doku kiltirii yontemi ile
cogaltilabilirligini belirlemeyi amaglamislardir. En fazla siirgiin sayis1 1 mg/l IBA + 0,75 mg/I

BAP kombinasyonundan elde edilmistir.

Zainel ve Hepaksoy (2018), Pontaleb tohum anacinin vejetatif olarak doku kiiltiiriinde
¢ogaltilabilme olanagini arastirmislardir. En basarili sonuglar 2 mg/l BAP + 0,1 mg/l NAA +
0,5 mg/l GA3 igeren MS besi ortamindan elde edilmistir.

Hosyar vd. (2018) , GF677 (Prunus amygdalus x Prunus persica) meyve anaglarinin
in vitro mikrogogaltimi iizerine arastirma yapmuslardir. Calismada, MS ortaminda 0,5 mg/I
BAP ve 0,2 mg/l IBA kombinasyonunun en yiiksek siirgiin ¢ogalmasini tesvik ettigi

belirlenmistir.

Nguyen Thi Thuy Linh vd. (2018) , Japon kiraz1 (Prunus sp.) i¢in Hanoi'deki iklim
adaptasyonu aragtirmalar1 kapsaminda in vitro ¢ogaltim prosediirii gelistirmistir. Tek bogumlu
govdeler kullanilarak baslangigta 1 mg/l BA ile takviye edilmis MS ortaminda siirgiinler
iretilmistir. En yiiksek siirgiin verimi, 1 mg/l BA ve 0,25 mg/l NAA igeren ortamda elde
edilmistir. Koklendirme igin ise 4 mg/l IBA iceren 1/2 MSM ortami1 kullanilarak bitki basina
ortalama 10.10 kok elde edilmistir.



Shaban vd. (2018) , Arish Universitesi'nde seftali (Prunus persica L.) bitkisinin mikro
¢ogaltilmasi lizerine ¢alismiglardir. Diigiimler ve siirgiin uglari, 100 mg/l myo-inositol ve %30
sukroz ile zenginlestirilmis MS, NN, WPM ve B5 ortamlarinda kiiltiire alinmistir. En 1yi
stirgiin olusumu, 1 mg/l BA ve 0,05 mg/l NAA igeren MS ortaminda gézlemlenmistir. En
yiiksek siirglin uzamasi 1 mg/l GAs ile, en yiiksek koklenme ise 2 mg/l IBA igeren giiglii MS
ortaminda saglanmistir. Kokl siirgiinler, turba yosunu, vermikiilit ve kum karigimi i¢inde

sertlestirilmis ve %93 hayatta kalma oraniyla basarili bir sekilde iklime alistirilmistir.

Giiney M. (2019) bahgecilikte uygun anaglarin mikro ¢ogaltilmasi igin Myrobalan 29C
(Prunus cerasifera Ehrh.) anacinin siirgiin ucu kiltliriinii  kullanarak mikro ¢ogaltim
protokoliinii gelistirmistir. En yiiksek ¢oklu siirgiin sayisi, 2 mg/l BAP ve 0,05 mg/l GAs
iceren MS ortaminda elde edilmistir. Siirgiin uzunlugu, GA3s'iin MS ortamindan ¢ikarilmasi ve
BAP konsantrasyonunun diisiiriilmesiyle artmistir. Kok indiiksiyonu icin ise 0,5 mg/l IBA,
0,5 mg/l NAA ve 10 ml/l etilendiamin di i¢eren 1/2 MS ortami1 en iyi sonucu vermistir. En

uzun kok (12,5 em), IBA'nin 1 mg/l konsantrasyonunda elde edilmistir.

Khorshidi (2021) , Myrobalan 29C'nin (Prunus cerasifera Ehrh.) mikro ¢ogaltiminda
biiylime diizenleyici konsantrasyonlarinin etkisini arastirmistir. Calisma, 14 deney grubunda
(G1-G14) tamamen tesadiifi bloklar tasariminda gergeklestirilmistir. Siirgiin olusumu ve
uzunlugu i¢in farkli BAP, GAs ve NAA konsantrasyonlar1 test edilmistir. En iyi siirglin
olusumu, 1 mg/l BAP, 0,1 mg/l NAA ve 0,2 mg/l GAsz igeren ortamda gézlenmistir.
Koklenme i¢in en uygun kosullar ise 1/2 MS ortaminda 0,5 mg/l IBA ve 0,25 mg/l NAA

konsantrasyonlariyla elde edilmistir.
1.2 Calsmanin Amaci ve Kapsamm

Bu tez calismasinin genel amaci, Karayemis (P. laurocerasus L.) bitkisinin doku
kiiltiirii ile in vitro ¢ogaltim yontemini optimize ederek hastaliksiz ve saglikli fidan elde
edilemesi i¢in bir protokol olusturmaktir. Bu amag¢ dogrultusunda, farkli besi yerleri ve bitki
biiyiime diizenleyicilerin karayemis bitkisinden alinan eksplantlarin in vitro g¢ogaltimi
tizerindeki etkilerini inceleyerek en iyi sonuglarin belirlenme denemeleri yapilacaktir ve bu
caligmalarin sonucunda elde edilen verilere gore bitkinin g¢ogaltiminda yaygin olarak

kullanilan geleneksel yontemlere bir alternatif olusturulmas: hedeflenmektedir.

Bu ¢aligmanin, bitki tiretimi, tarim ve biyoteknoloji alanlarinda pratik uygulamalara ve

bilimsel arastirmalara 6nemli katkilar saglamasi beklenmektedir. Ayrica, Karayemis bitkisinin
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in vitro ¢ogaltimi ile elde edilen verimlilik artig1 sayesinde, karbon emisyonlarini azaltma
potansiyeli goz Oniinde bulundurularak, bu bitkinin gelecekte degerli bir bitki olarak

caligmalarda 6nemli bir rol oynamasi ongoriilmektedir.
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2. MATERYAL YONTEM
2.1 Materyal
2.1.1 Bitki Materyali

Bu tez calismasinda kullanilan baslangi¢c bitki materyali Kirklareli ili Liileburgaz
ilcesinde bulunan peyzaj amaglh dikilen agaglardan temin edilmis olup tez ¢alismasi Biotek

Biyoteknoloji Tarim’in Liileburgaz Laboratuvarinda gergeklestirilmistir (Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. Karayemis bitkilerinin yetigme ortamlarindaki goriiniimii
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2.1.2 Besin Ortam ve In vitro Kiiltiir Kosullar:

Yapilan ¢aligmada besin ortami olarak MS (Murashige ve Skoog, 1962) temel besin
ortami1 (Cizelge 2.1.) kullanilmistir. Besin ortamlarmin pH’st 1 N NaOH ya da HCI
kullanilarak 5.6-5.8’e ayarlandiktan sonra karbon kaynagi olarak 30 g/l siikroz, katilastiric
olarak 6,5 g/l bitki agari kullanilmistir. Denemelerde kullanilacak olan bitki biiyiime
diizenleyicileri (BAP, GA3z, NAA, IBA) uygun ¢oziiciilerde ¢cozdiiriilmiis ve saf su ilavesi ile
stoklar1 hazirlanip deneme ortamlarina ilave edilmistir. Hazirlanan deneme ortamlar tiiplere

aktarilip tizerleri pamuk ile kapatilmistir.

Hazirliklar1 tamamlanan besin ortamlar1 121°C, 1.2 kg/ cm? (MIR-MED) basing
altinda 20 dk siireyle steril edilmistir (Sekil 2.2). Kiiltiire alinan bitkilerin hepsi 24+2°C
sicaklik ve yaklasik 120+£10 pmol/m2 s 1s1k siddetine ayarli iklim odasinda 16 saat aydinlik 8
saat karanlik fotoperiyot ile kirmiz1 beyaz led 1s1k altinda kiiltiire alinmistir. Sonraki asamada
saglikli siirgiinler ¢ogalma asamasi i¢in hazirlanan besin ortamlarina aktarilarak ¢ogaltimi

gerceklestirilmistir.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan besin ortaminin igerikleri

Makro Elementler MS (mg/l)
CaCl; 332,02
KH2PO4 170,00
KNOs 1900,00
MgSO4 180,54
NHsNO3 1650,00
NH42S04 -
Mikro Elementler MS (mg/l)
CoCl>.6H20 0,025
CuS04.5H20 0,025
FeNaEDTA 36,70
H3BO3 6,20
Kl 0,83
MnS04.H20 16,90
Na,M004.2H20 0,25
ZnS04.7H20 8,60
Vitaminler MS (mg/l)
Glisin 2.00
Myo-Inositol 100
Nikotinik asit 0,50
Pyridoksine HCI 0,50
Tiamin HCI 0,10
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Sekil 2.2. Otoklavda steril edilmis bitki besin ortamlari

2.2 Yontem
2.2.1 Eksplant Ahm ve Yiizey Sterilizasyonu

Bu calismada kullanilan bitkisel materyale ait siirgiin uglar1 Ekim aymda bitkinin
bulundugu kosullardan temin edilmistir. Ik yapilan sterilizasyon denemelerinde bagar1
saglanamamis Aralik ayinda tekrar eksplant alarak deneme kurulmustur. ikinci deneme de
basarisizlikla sonuglanmistir. Bitki budamasi yapilarak yeni siirgiin olusumu beklenmistir.
Mart ayinda taze siirgiinlerle deneme yeniden olusturulmus ve tez calismasina baslanmistir.
Karayemis siirglin uglar1 kiiltiire alinmadan 6nce yapraklari kesilerek yiizey sterilizasyonlari
gerceklestirilmistir. Laboratuvara getirilen siirgiin uglart oncelikle ¢esme suyu altinda 5 dk
ticari deterjan ile fir¢a yardimiyla yumusak bir sekilde ylizeyi temizlenmistir. Ardindan igine
birka¢ damla ¢amasir suyu ve iki damla Tween 20 eklenerek akan ¢esme altinda 1 saat 6n
sterilizasyonu  tamamlanmistir. ~ Sterilizasyon ¢alismasi1 iki  farkli kimyasal ile

gercgeklestirilmistir (Sekil 2.3.).

Birinci denemede eksplantlar steril kabin igerisinde manyetik ¢alkalayict ile %70'lik
etil alkolde 3 dk bekletilmistir. Daha sonra %25 oraninda seyreltilmis ticari ¢gamasir suyu
(NaOCl) ¢ozeltisinde manyetik karistiricida 8 dk ve 12 dk olmak iizere iki farkli siire boyunca
ayr1 ayri steril edilmistir. Son olarak 3 defa 5’er dk siire ile otoklavlanmig distile sudan
gecirilerek ¢amagir suyundan arindirilmistir (Daneshvar, 2019). Ayni islemler %35 oraninda

seyreltilmis ticari camasir suyu ¢ozeltisinde de tekrarlanmistir.
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Ikinci denemede eksplantlar steril kabin icerisinde manyetik calkalayic ile %70'lik etil
alkolde 3 dk bekletilmistir. Daha sonra % 0,1 mg/l HgCl: civa kloriir ile de ayn1 sirayla 8 dk
ve 12 dk olmak tizere iki farkl siire boyunca ayr1 ayri steril edilmis ve son olarak 3 defa 5 er
dk siire ile otoklavlanmis distile sudan gegirilerek civa kloriirden armdirilmistir (Daneshvar,
2019).

Steril edilen siirgiin uclar steril kurutma kagidi iizerinde nemi alindiktan sonra {ist ve
alt kisimlar1 bistiiri yardimiyla kesilerek yaklasik 1-1,5 cm uzunlugunda hazirlanan

eksplantlar siirgiin olusumunu gelistirmek i¢in bitki girig ortamlarina dikilmistir.

Cizelge 2.2. Sterilizasyon uygulamalari

Deneme 1 Kullanilan Kimyasal % Siire
S1 %25 NaOCI 8 dk
S2 %35 NaOCI 8 dk
S3 %25 NaOCI 12 dk
S4 %35 NaOCI 12 dk
Deneme 2 Kullanilan Kimyasal % Siire
S5 %0,1 HgCl. 8 dk
S6 %0,1 HgCl> 12 dk

(b) (c) (d)

Sekil 2.3. Bitki sterilizasyon hazirligi ve yiizey sterilizasyonu (a) Bitki eksplantlar1 (b)Akan
musluk altinda sterilizasyon (c)Manyetik calkalayicida sterilizasyon (d) On sterilizasyonu
yapilmis eksplantlar
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2.2.2 Eksplantlarin Farkh Besin Ortamlarina Aktarilmasi

Sterilizasyonu tamamlanmis eksplantlar, apikal ve lateral tomurcuklar1 uyandirmak ve
siirgiinler gelistirmek icin bitki biiyiime diizenleyicileri (BAP, GAs, IBA ve NAA
kombinasyonlar1) iceren MS besin ortamlarina transfer edildi. Kontrol besin ortami olarak
bitki biiyiime diizenleyici igermeyen ortam hazirlanmistir. Diger besin ortamlarinin dozu 0.1-
2 mg/l olarak degisen oranlarda ilave edilerek hazirlanmistir. Ug tekerriirlii hazirlanan

calismada en iyi siirgilin gelisimi saglayan ortam belirlenmeye caligilmistir.

Cizelge 2.3. Karayemis bitkilerinin siirglin olusumu caligmalarinda kullanilan bitki biiyiime
diizenleyicileri ve ortam kombinasyonlari

Mgg;’gﬁg}”a BAP (mg/l)  GAs(mg/l)  NAA(mgl)  IBA (mg/l)
P1 _ _ y _
(kontrol)
P2 0,5 0,5 0.1 i
P3 1,0 0,5 0.1 i
P4 15 0,5 0.1 i
P5 2.0 0,5 0.1 i
P6 0,5 05 : 0.1
p7 1,0 05 i 0.1
P8 15 0,5 i 0,1
P9 2.0 0,5 i 0,1

2.2.3 Siirgiinlerin Koklendirilmesi

Farkli besin ortamlarinda gelisen siirgiinler, kontrol ortami olarak bitki biiyiime
diizenleyicisi ile Fe-EDDHA igermeyen ortam ve 0,15¢/1 Fe-EDDHA igeren 0.5-2 mg/l IBA

igeren farkli besin ortamlarina aktarilarak koklendirme calismasi yapilmistir (Cizelge 2.4.).
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Cizelge 2.4. Koklendirme ortaminda kullanilan oksin ve konsantrasyonlari

Uygulamalar Ortam Fe-EDDTA IBA  GAs
(9/1) (mg/l)  (mg/l)
K1(Kontrol) MS 0,0 0,0 0,0
K2 MS 0,15 0,5 0,5
K3 MS 0,15 1,0 0,5
K4 MS 0,15 15 0,5
K5 MS 0,15 20 05

2.2.4 Dis Kosullara Ahstirma (Aklimatizasyon)

Temiz su ile yikanan bitkiler besin ortamlarindan armdirilmistir. Sonrasinda 1:1
oraninda torf perlit karisimi toprak eklenen karton bardaklara bitkilerin = dikimi
gerceklestirilmistir. Nem kaybini 6nlemek i¢in bitkiler stre¢ film ile kapatilip 16 saat aydinlik
8 saat karanlik olarak ayarlanmis bitki bliylime odalarina yerlestirilmistir. Stre¢ film {izerine
lic hafta boyunca asamali olarak delikler agilarak bitkinin dis ortama alistirilmasi saglanmistir.

Ucg haftanin sonunda bitkiler sera kosullarinda biiyiik saksilara aktariimistir.
2.2.5 [Istatistiksel Degerlendirme

Uc tekerriirlii olarak uygulanan denemelerden elde edilen verilerin istatiksel
degerlendirmeleri SPSS ver. 22 istatistik programinin One-Way Anova post hoc. testlerinden

Duncan testi ile yapilmistir (Snedecor ve Cochran, 1967).
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3. BULGULAR
3.1 Yiizey Sterilizasyonu Bulgular:

Karayemis bitkisinin dallar1 bulundugu yetisme ortamindan alinarak laboratuvar
kosullarina getirilmistir. Stirglin uglart kiiltiire alinmadan once yapraklar1 kesilerek yiizey
sterilizasyona tabi tutulmustur. Eksplantlar 6ncelikle ¢esme suyu altinda 5 dk ticari deterjan
ile firga yardimiyla yumusak bir sekilde yiizeyi temizlenmistir. Ardindan igine birka¢ damla
camagir suyu ve bir iki damla Tween 20 eklenerek akan ¢esme altinda 1 saat 6n sterilizasyonu
tamamlanmistir. Daha sonra steril kabin igerisinde manyetik calkalayici ile %70'lik etil
alkolde 3 dk bekletilmistir.

Birinci sterilizasyon denemesinde eksplantlar %25 ve %35 oranlarinda iki ayri
seyreltilmis ticari ¢amasir suyu ¢ozeltisinde manyetik karistiricida 8 ve 12 dk olmak {izere iKi
farkl1 silire boyunca steril edilmistir (Cizelge 2.2.). Son olarak 3 defa 5’er dk siire ile

otoklavlanmis distile sudan gegirilerek ¢amasir suyundan arindirilmistir.

Ikinci sterilizasyon denemesinde ayni islem %0,1 mg/l HgCl, civa kloriir ile de aym
sirayla 8 ve 12 dk olmak iizere iki farkli siire boyunca steril edilmis ve son olarak 3 defa 5 er
dk siire ile otoklavlanmis distile sudan gegirilerek civa kloriirden arindirilmistir. Steril edilen
stirglin uglar steril kurutma kagidi {izerinde nemi alindiktan sonra iist ve alt kisimlar1 bistiiri
yardimiyla kesilerek yaklagik 1-1,5 cm uzunlugunda hazirlanan eksplantlar siirgiin olusumunu

gelistirmek icin bitki girig ortamlarina dikilmistir.

Steril edilen eksplantlar MS 0 igeren farkli besin ortamlarina 3 tekerriirlii ve her tiipte
1 eksplant olacak sekilde toplam 108 adet tiipe aktarilmistir. Yiizey sterilizasyonu bulgulari 7-
14 giin siire araliginda kontaminasyon durumlar: takip edilerek elde edilmistir. Cizelge 3.1°e
gore elde edilen bulgular (Sekil 3.1). %25 ticari c¢amasir suyu iceren sterilizasyon
caligmasinda 8 dk stire ile yapilan denemede %83,33 ve 12 dk siire ile yapilan denemede ise
%66,66 kontaminasyon olugmustur. %35 ticari ¢amasir suyu iceren denemede 8dk siire ile
yapilan denemede %75 ve 12 dk siire ile yapilan denemede ise %41,66 oraninda
kontaminasyon goriilmiistiir (Cizelge 3.1.). % 0,1 mg/l HgCl> igeren sterilizasyon
caligmasinda 8 dk siire ile yapilan denemede kontaminasyon goriilmemistir. Fakat 12 dk
HQCl: iceren sterilizasyon galismasinda kontaminasyon goériilmemesine ragmen %350 oraninda
eksplantlarda kararma ve gelisememe gozlemlenmistir. % 0,1 mg/l HgCl. igeren sterilizasyon

caligmasinda 8 dk siire ile yapilan deneme en basarili sonucu vermistir.
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(a) (b) (©)

(d) (e) (f)
Sekil 3.1. Kontamine ve kararan eksplantlar (a),(b) Kontamine olan eksplantlar (c) Kararan

eksplantlar (d) Gelismeyen eksplantlar (e) Alt kiiltiirde kontamine olan eksplantlar (f) Ortam
ve ¢aligma sekli kaynakli kontamine olan eksplantlar
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Cizelge 3.1. Sterilizasyon uygulamalar1 sonuglari

Uygulama Kontamine Gelisen bitki  Gelismeyen
eksplant sayisi bitki sayis1**
sayis1**

S1 8dk %25 NaOH 10.00+1.15¢cd 0.00+0.00c 2.00+1.15ab

S2 8dk %35 NaOH 10.00+0.88cd 0.00+0.00c 1.66+0.88a

S3 12dk %25 NaOH 8.00+0.57¢ 0.00+0.00c 4.00+0.57¢cb

S4 12dk %35 NaOH 5.00£1.45b 6.66+1.45b 5.33+1.45¢
S5 8dk  %0,1 HgCl) 0.00+0.00a 12.00+0.0a 0.00+0.00 a
S6 12dk  %0,1 HgCl, 0.00+0.00a 6.00£0.57 6.00+0.57 c

3.2 Mikrocogaltim Bulgular:

Steril edilen eksplantlarin mikrogogaltim asamalarinda temel besin ortami1 MS
kullanilmigtir. Siirglinlerin mikrogogaltimi igin besin ortamlarina %3 sukroz ve 6,5 g/l agar
eklenmistir. Hazirlanan besin ortamlarinin pH’1 5.6-5.8’¢ ayarlandiktan sonra otoklav ile

121°C, 1,2 kg/cm2 (MIR-MED) basing altinda 20 dk siireyle steril edilmistir.

Hazirlanan besin ortamlarina (Cizelge 2.3.) bitki biiyiime diizenleyicileri eklenerek
dokuz farkli besin ortami hazirlanmistir. Besin ortamlarina ii¢ tekerriirlii kavanoz basina fi¢
ekslant aktarilarak kiiltiire alinmistir. MS temel besin ortamina alinan eksplantlarda eksplant
basina gelisen siirgiinler, siirgiin olusum orani ve siirgiin uzunlugu ortalamasi olarak sonuglar

degerlendirilmistir.
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(@) (b) (©)

(d)

Sekil 3.2. Steril edilen eksplantlarin besin ortamlarina aktarimi (a)Eksplantin tiipe aktarimi
(b)Tiipiin ag1z kisminin ¢akmak ile yakilmasi (c)Tiiplerin stre¢ film ile kapatilmasi (d)Tiiplere
aktarilmis eksplantlarin goriiniimii

3.2.1 Eksplant Basina Siirgiin Sayis1 Ortalamasi

Duncan testi sonuglarma gore eksplant bagina siirgiin olusum sayist MS temel besin
ortamlarinda 1,00 ile 9.70 arasinda degismistir (Cizelge 3.2.). Eksplant basina en az siirgiin
olusumu P1 (KONTROL) besin ortaminda gézlemlenmistir. Eksplant basina en yiiksek
stirglin olusumu ise P7 (1,0 BAP+0,1 IBA+0,5 GAgz) besin ortaminda gézlemlenmistir.
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Cizelge 3.2. Siirgilin olusumu ve siirgiin uzunlugu uygulamalar1 sonuglari

No Ortam Ekfplz-l.nt basina Siirgiin uzunlugu
siirgiin sayisi
P1 OMS 1.00+0.00c 4.83+0.44a
P2 0,5 BAP+0,INAA+0,5 GA3 7.00+1.15b 2.33+0.16¢C
P3 1 BAP+0,1INAA+0,5 GA3 9.00+£0.57a 4.33+0.16b
P4 1,5 BAP+0,1NAA+0,5 GA3 5.60+0.33b 5.50+0.28a
PS5 2 BAP+0,1NAA+0,5 GA3 6.33+0.33b 4.33+0.16b
P6 0,5 BAP+0,1IBA+0,5 GA3 5.66+0.88b 5.00+0.00
P7 1 BAP+0,11BA+0,5 GA3 9.70+0.33a 4.43+0.00
P8 1,5 BAP+0,1IBA+0,5 GA3 5.00+£0.57b 5.00+0.57
P9 2 BAP+0,1IBA+0,5 GA3 6.00+0.00b 4.16+0.33

(a) (b) (©)

(d) (€)

Sekil 3.3. Eksplant basina siirglin sayis1 alinan eksplantlarin goriiniimii (a) Eksplant basina
olusan siirgiinlerin goriinimii (b),(c)En yiiksek siirgiin ortam1 (d), (¢) En diisiik siirgiin
ortamlari
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3.2.2 Siirgiin Uzunlugu Ortalamasi

Siirgiin uzunlugu ortalamasit MS temel besin ortamlarinda 2,0 cm ile 5,5cm arasinda
degisim gostermektedir (Cizelge 3.2). En yiiksek siirgiin uzunlugu ortalamasi P7 besin

ortaminda goriiliirken, en diisiik siirglin uzunlugu ortalamasi P2 besin ortaminda goriilmiistiir.
3.3 Koklendirme

Siirglin koklendirmesi asamasinda oksin grubunda olan IBA’nin 0,5-2 mg/l arasinda
farkl1 oranlar1 kullanilmistir. flave olarak besin ortamina kdklendirmeyi tesvik etmesi icin Fe-
EDDHA eklenmistir ve sukroz oram1 20 gr a disiiriilmiistiir. Elde edilen verilere gore tiim
eksplantlarin 30 giiniin sonunda koklendigi goriilmistiir (Sekil 3.4 ). En yiiksek kok uzunlugu
ortalamas1 MS+ 2,0 mg/l IBA+0,5 mg/l GAz ve 0,15 g/l Fe-EDDTA igeren besin ortaminda
elde edilmistir (Cizelge 3.3.). En diisiik kok uzunlugu ise bitki biiyiime diizenleyicisi
icermeyen MS besin ortaminda elde edilmistir. Kok sayis1 ortalamasi incelendiginde ise en
yiiksek kok sayisinin MS ve 2,0 mg/l IBA ve igeren besin ortaminda oldugu goriilmiistiir. En
diisiik kok sayisi ortalamasina ise hormon icermeyen MS bitki besin ortaminda goriilmiistiir

(Cizelge 3.3.).

Cizelge 3.3. Kok uygulamalar1 sonuglari

No Uygulama Ortamlan Kok Koklenen Kok Kok sayisi
Olusum siirgiin Uzunlugu
Oram % sayisi (cm)
K1 MS KONTROL 100 6 2.50+0.28 £  2.00+0.58d
K2 MS+0,5mg/l IBA + 0,5 mg/l 100 6 7.00+0.29 d 6.00£1.15¢
GA,+ 0,15 gr/l Fe-EDDHA
K3 MS+1 mg/l IBA +0,5 mg/l 100 6 10.16+0,44 ¢ 8.33+1.20bc
GA,+ 0,15 gr/l Fe-EDDHA
K4 MS+1,5 mg/l IBA+0,5 mg/l 100 6 12.50+0.29b  9.70+0.88ab
GA,+ 0,15 gr/l Fe-EDDHA
K5 MS+2 mg/l IBA +0,5 mg/l 100 6 15.50+0.29a  12.33+0.88a

GA+0,15 gr/l Fe-EDDHA
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(©)

Sekil 3.4. Koklenme ortamlarinda koklenen bitkiler (a) Koklenen bitkilerin kdk ve boy
uzunlugu Ol¢imii  (b) Koklenen bitkilerin kok goriiniimii (c) Koklenen bitkilerin
kavanozdaki goriinlimii

3.4 Kaoklenen Siirgiinlerin Dis Kosullara Ahstiritlmasi (Aklimatizasyon)

Koklenen karayemisler bitkiye ve koklerine zarar vermeyecek sekilde temiz su ile besin
ortamindan arindirilana kadar yikanmistir. Yikanan bitkiler 6énceden otoklavda 121°C, 1,2
kg/cm? basingta 20 dk steril edilip ve nemlendirilen torflarla doldurulan bardaklara
dikilmistir. Bitkiler sprey ile nemlendirilip sulamasi yapildiktan sonra iizeri hava almayacak
sekilde streclenip bitki biiyiime odasina yerlestirilmistir (Sekil 3.5 ). Ik haftanin sonunda
stre¢ filmin ilizerinde birka¢ delik ac¢ilmig, ikinci hafta delik sayisi arttirilip nem orani

distiriilmiis, ticlincli haftada stre¢ film tamamen kaldirilmistir. Dordiincli haftada sera
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kosullarina alinmistir. Bir ay sonra boylari uzayip yapraklar1 gelisen bitkiler daha biiyiik
saksilara aktarilmistir (Sekil 3.5). Aklimatizasyon agamasinda %30 bitki kayb1 yasanmistir.

Sekil 3.5. Bitkilerin aklimatizasyon asamalar1 (a) Ug haftalik aklimatizasyon asamasindan
sonraki bitkilerin goriiniimii (b) Saksilara alinan bitkiler (c¢) Bahge kosullarina alinan bitki
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4. TARTISMA
4.1 Yiizey Sterilizasyonu

Bu ¢alismada karayemis bitkisinin sterilizasyonu, bitkinin bulundugu kosullar dikkate
alindiginda zaman alici ve hassas bir slire¢ olmustur. Literatiir incelemesi ve deneysel
sonuglar 1s18inda elde edilen bulgular, karayemis bitkisinin sterilizasyonunda en etkili
yontemin %0,1 HgCl> ¢ozeltisi ile 8 dakika ile kurulan denemenin uygun oldugunu
gOstermistir. yapilan kaynak taramasi sonucu Hosseini ve arkadaslarinin 2011 yaptiklari
calismada P. mahaleb L. kiraz anaglarinin sterilizasyon ¢alismasinda %75 etanol ile
baslangigta sterilizasyon sagladiktan sonra, %0,1 ve %0,2 civa kloriir ¢ozeltisi ile 1 ve 2
dakikalik islemler gerceklestirmislerdir. Bu ¢alismada %0,1'lik HgCl> ¢6zeltisi en basarili
sonuclart vermistir. Bu bulgu, calismamizdaki sonuglarla ortiismekte ve civa kloriiriin
etkinligini dogrulamaktadir. Metka Sisko'nun 2011 yilinda gerceklestirdigi bagka bir
calismada, Gisela 5 kiraz anaglarinin sterilizasyonunda farkli bir yontem uygulanmistir. Bu
calismada, dikloroizosiyaniirik asit ve sodyum hipoklorit 15'er dakika kullanilmistir. Etanol
ve Tween 20 ile desteklenen bu yontem %95,5 basar1 oranina ulagsmistir. Ancak, bu yontem
bizim calismamizda kullanilan yontemle karsilastirildiginda daha uzun siire gerektirmekte ve
daha karmasik bir prosediir izlemektedir. Benzer bir ¢alismada Siiliisoglu ve Cavusoglu
(2013), P. laurocerasus L. bitkisinin sterilizasyonunda %?20’lik ¢amasir suyunu 12 dakika
kullanarak olumlu sonuglar elde etmislerdir. Bu sonuglar, bizim ¢alismamizdaki ¢amasir suyu
denemeleri ile benzerlik gostermektedir. Ancak, civa kloriir ¢ozeltisi ile elde edilen sonuglar
daha etkili bulunmustur ve Shabani ve arkadaslarmin 2015 yilinda yapilan g¢alismada
Myrobolan C anaglarinin mikrogogaltiminda civa kloriir ve sodyum hipoklorit kullanmislar ve
%10’luk sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 30 dakika bekletmenin en iyi sonucu verdigini
belirtmislerdir. Bu siire bizim ¢alismamizda kullanilan siireye gore olduk¢a uzundur ve daha
yiiksek konsantrasyon gerektirmektedir. Cuc vd. (2016) raporlarinda P. laurocerasus Novita
cesidinde %5 sodyum hipoklorit ile 12 dakika sterilizasyonun basarili oldugunu
gozlemlemislerdir. Bu yontem, bizim ¢amasir suyu denemelerimize benzer olmakla birlikte,

civa kloriir ¢ozeltisi kadar etkili olmamustir.

Sonug olarak, Karayemis bitkisinin sterilizasyonunda civa klortiriin etkili oldugu ve bu
caligmanin literatiirdeki diger ¢alismalarla uyumlu sonuglar verdigi belirlenmistir.
Calismamizda %0,1 HgCl, ¢ozeltisi ile 8 dakika uygulamanin en iyi sterilizasyonu sagladigi

ve kontaminasyonu minimize ettigi sonucuna varilmistir. Bu yontem, diger yontemlere
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kiyasla daha kisa siire ve daha diigsiik kimyasal konsantrasyonlar1 gerektirdigi i¢in tercih

edilebilir bir sterilizasyon yontemi olarak énerilmektedir.
4.2 Mikrocogaltim

Bu ¢alismada, karayemis bitkisinin eksplant basina en az siirgiin olusumu, kontrol
grubu olarak kullanilan MSO besin ortaminda gdzlemlenmistir. Eksplant basina en yiiksek
stirgiin olusumu ise 1 mg/l BAP + 0,1 mg/l IBA + 0,5 mg/l GAz igeren besin ortaminda elde
edilmistir. Literatlirdeki benzer ¢alismalarla karsilastirildiginda, elde edilen sonuglarin tutarh
oldugu ve belirli besin ortamlarinin siirgiin ¢ogalmasinda 6nemli bir etkiye sahip oldugu

gorilmistir.

Kaynak taramasina goére Metka Sisko (2011) yilinda yaptigi ¢alisma sonucuna gore,
Gisela 5 kiraz anaglarinin siirgiin ¢ogaltiminda MS ve WPM ortamlarini kullanmis ve WPM
ortaminda daha yiiksek siirgiin ¢ogalmasi gozlemlemistir. En iyi siirgiin gelisimi, 20 gr siikroz
+ 2 mg/l BAP + 0,005 mg/l NAA igeren WPM besin ortaminda gergeklesmistir. Bu bulgu,
karayemis bitkisi i¢in kullanilan besin ortamlarinin optimizasyonunda benzer prensiplerin

gecerli oldugunu gostermektedir.

Siiliisoglu ve Cavusoglu (2013) , P. laurocerasus L. bitkisinde en iyi siirgiin
cogaltiminin 2,0 mg/l BAP + 0,1 mg/l IBA eklenen MS besin ortaminda oldugunu
gozlemlemistir. Bu ¢alisma, BAP ve IBA kombinasyonunun karayemis bitkisi igin de etkili
oldugunu dogrulamaktadir. benzer sekilde Sharma vd. (2017), Gisela 5 kiraz anaglarinin in
vitro ¢ogaltiminda farkli BAP, Kinetin, TDZ, GA3s ve IBA doz kombinasyonlarinin etkilerini
incelemislerdir. Siirglin sayis1 ve uzunlugundaki en biyiik artis, dordiincii alt kiiltiirde
gerceklesmistir. Bu, karayemis bitkisi i¢in de benzer bir artisin beklenebilecegini
gostermektedir ve Tanriverdi vd. (2017) Gisela 5 kiraz anaglarinin doku kiiltlirii yontemiyle
cogaltila bilirligini belirlemek i¢in ¢aligmislar ve en fazla siirgiin sayisin1 1 mg/l IBA + 0,75
mg/l BAP kombinasyonundan elde etmislerdir. Karayemis bitkisinde de benzer

kombinasyonlarin yiiksek siirgiin olusumu sagladig1 gézlemlenmistir.

Zainel ve Hepaksoy (2018), Pontaleb tohum anaglarinin doku kiiltiiriinde ¢ogaltilabilme
olanaklarini arastirmis ve MS temel besin ortamina 1-2 mg/l BAP, 0,1 mg/l IBA/NAA ile 0,1
veya 0,5 mg/l GAs ekleyerek en basarili sonuglari elde etmislerdir. Karayemis bitkisi igin de
benzer kombinasyonlarin basarili oldugu gozlemlenmistir. (2010) yilinda yapilan bir

calismada Ying-Ning, Cin erigi (P. salicina L.cv. 'Gulf-ruby") i¢in etkili bir in vitro kiiltiir

26



sistemi kurmus ve basarili siirglin ¢gogalmasini, 0,05-0,1 mg/l IBA, 0,2 mg/l BA, 0,3 mg/l KT
ve 1,0 g/l kazein hidrolizat iceren WPM'de elde etmistir. Bu sonuglar, Karayemis bitkisi i¢in
kullanilan besin ortamlarinin optimizasyonunda benzer prensiplerin uygulanabilirligini
gostermektedir . Khorshidi (2021) , Myrobalan 29C'nin mikrog¢ogaltiminda BAP, GAz ve
NAA biiylime diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlarin1 kullanmis ve en iyi siirgiin
olusumunu 1 mg/l BAP, 0,1 mg/l NAA ve 0,2 mg/l GAs konsantrasyonlarinda
gozlemlemistir. Bu calisma da, Karayemis bitkisi i¢in benzer biiyliime diizenleyici

kombinasyonlarimin etkili oldugunu dogrulamaktadir.

Sonug olarak, Karayemis bitkisinin siirglin gogaltiminda en etkili besin ortaminin 1 mg/I
BAP + 0,1 mg/l IBA + 0,5 mg/l GA3 oldugu belirlenmistir. Literatiirdeki benzer ¢alismalarla
karsilastirildiginda, bu sonuglar tutarli ve giivenilir bulunmustur. Gelecekteki ¢aligmalarda,
besin ortamlarinin ve biiylime diizenleyici kombinasyonlarinin daha detayli optimizasyonu,
Karayemis bitkisinin in vitro g¢ogaltiminda daha yiikksek verim elde edilmesine katki

saglayabilir.
4.3 Koklendirme

Doku kiiltiiriinde odunsu bitkilerin koklenmesi genellikle en zorlu asamalardan biri
olmustur. Bu tez ¢aligmasinda, Karayemis bitkisinin koklenmesi ig¢in IBA’nin 0,5-2 mg/|
arasindaki farkli oranlar kullanilmistir. Ek olarak, besin ortamina koklendirmeyi tesvik etmek
amaciyla Fe-EDDHA eklenmistir. Elde edilen verilere gore, tiim eksplantlarin 30 giiniin
sonunda koklendigi gézlemlenmistir. En yiiksek kok uzunlugu ortalamasi, MS ve 2 mg/l IBA
iceren besin ortaminda elde edilirken, en diisiik kok uzunlugu bitki biiyiime diizenleyicisi
icermeyen MS besin ortaminda elde edilmistir. Kok sayis1 ortalamasi incelendiginde ise en
yiiksek kok sayisinin MS ve 2 mg/l IBA igeren besin ortaminda oldugu goriilmiistiir. En
diisiik kok sayist ortalamasi ise hormon icermeyen, Fe-EDDHA ilaveli MS besin ortaminda
gozlemlenmistir. Koklendirme ortamina Fe-EDDHA ilave edilmesi (150 mg/l), koklenme
oranin1 6nemli derecede artirmistir. En yiiksek koklenme orani, MS+2 mg/1 IBA+0,15 g/l Fe-
EDDHA iceren koklendirme ortaminda (K5) gozlemlenmis, koklerin yapist daha uzun ve

daha saglikli olmustur.

Literatiirde yapilan diger calismalarla karsilagtirildiginda, bu tez c¢alismasinin

sonuclari tutarli ve destekleyici niteliktedir.
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Ornek olarak Sisko (2011) , en iyi kdklenmenin 0,5 mg/l IBA uygulamasindan elde
edildigini, en diisik koklenmenin ise 1 mg/l NAA uygulamasinda gergeklestigini tespit
etmistir. Benzer sekilde, Sulusoglu ve Cavusoglu (2013), Prunus laurocerasus L. bitkisinde
en iyi koklenmenin 0,5 mg/l IBA iceren koklendirme ortamindan elde edildigini bildirmistir.
Bu calismalar, IBA’nin odunsu bitkilerin koklenmesinde etkili bir biiyiime diizenleyicisi
oldugunu desteklemektedir. Diger bir ¢alismada Doric v.d. (2014), Prunus sp. anaglarinin
koklendirme ortamina Fe-EDDHA ilave edilmesinin (200 mg/l) koklenme oranini 6nemli
derecede artirdigmi bulmuslardir. En yiikksek koklenme orani, Gisela 6 anact ve D6
genotipinde 1 mg/l IBA dozunda, P. mahaleb L. M1 genotipi i¢in ideal konsantrasyon 0.8
mg/l IBA, P. fruticosa genotiplerinin koklenmesinde ise yiiksek IBA konsantrasyonlarinin
(2,5 ve 3,5 mg/l) gerekli oldugunu belirtmislerdir. Bu bulgular, karayemis bitkisi i¢in Fe-
EDDHA’nin  koklenme tesvik edici etkisini ve IBA’nin uygun konsantrasyonlarini
desteklemektedir ve Sarropoulou vd. (2014), CAB-6P ve Gisela 6 kiraz anaglarinda IBA ve L-
arginini birlikte ve ayr1 ayr1 kullanmiglardir. CAB-6P anacinda en iyi kok sayist ve uzunlugu,
2 mg/l IBA + 0,5 mg/l L-arginin ve 1 mg/l IBA + 1 mg/l L-arginin kombinasyonlarindan elde
edilmistir. Gisela 6 anacinda ise 2 mg/l IBA dozu, koklenme sayisini, taze ve kuru agirlign ile
koklenme oranini 6nemli derecede artirmistir. Bu ¢alisma, Karayemis bitkisi i¢in de IBA’nin
etkili bir koklendirme diizenleyicisi oldugunu gostermektedir. Aydin vd.(2015) Gisela 5,
Gisela 6 ve SL 64 kiraz anaclarmin kdklenme oranlarinin IBA dozunun artmasiyla arttigini
tespit etmislerdir. Bu bulgu, Karayemis bitkisi i¢in de benzer bir etki gozlemlendigini
desteklemektedir. Fallahpour vd. (2015), Gisela 5 kiraz anacinin mikro ¢ogaltiminda en
yiiksek koklenme oranini 2 mg/l IBA igeren WPM ortaminda (%93.7) elde etmislerdir. Bu
sonuglar, IBA’nin yiiksek konsantrasyonlarmin kdklenme oranimi artirmada etkili oldugunu

gostermektedir.

Sonug¢ olarak, Karayemis bitkisinin kdklenmesinde en etkili besin ortaminin seker
oraninin azaltilmis 2 mg/l IBA, 0,5 GAs ve 0,15 g/l Fe-EDDHA igeren MS besin ortami
oldugu belirlenmistir. Literatiirdeki benzer ¢aligsmalarla karsilastirildiginda, bu sonuglar tutarh
ve giivenilir bulunmustur. Gelecekteki caligmalarda, koklendirme ortamlarmin ve biiylime
diizenleyici kombinasyonlarmin daha detayli optimizasyonu, Karayemis bitkisinin in vitro

koklenme verimini daha da artirabilir.
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4.4 Dis Kosullara Ahstirma (Aklimatizasyon)

Kok calismasindan elde edilen kdklenmis bitkiler alistirma asamasini gdzlemlemek
icin ex vitro kusullara aktarilmistir. Temiz su ile yikanan bitkiler besin ortamlarindan
armdirilmistir. Sonrasinda 1:1 oraninda torf perlit karisimi toprak eklenen karton bardaklara
bitkilerin dikimi gerceklestirilmistir. Nem kaybini1 6nlemek i¢in bitkiler stre¢ film ile kapatilip
16 saat aydinlik 8 saat karanlik olarak ayarlanmis bitki biliylime odalarina yerlestirilmistir.
Stre¢ film lizerine li¢ hafta boyunca asamali olarak delikler agilarak bitkinin dis ortama
alistirlmas1 saglanmistir. Ug haftanin sonunda bitkiler sera kosullarinda biiyiik saksilara

aktartlmistir.

Shaban vd. (2018) yilinda, Arish Universitesinde seftali (P.persica L.) bitkisinin
mikro ¢ogaltilmasi Kkoklii siirgiinleri, turba yosunu, vermikiilit ve kum karigimi i¢inde

sertlestirilmis ve %93 hayatta kalma oraniyla basarili bir sekilde iklime alistirmislardir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, Liileburgaz kosullarinda yetisen Karayemis (Prunus laurocerasus L.)
bitkilerinin siirglin uglarinin mikrogogaltimi {izerine farkli bitki biiylime diizenleyicisi
kombinasyonlarimin etkileri incelenmistir. Aragtirma kapsaminda, 9 farkli ¢ogaltma ve 5 farkl
koklendirme ortami kullanilmigtir. Cogaltma asamasinda, bitkiler i¢ alt kiiltiire alinmis ve

liclincii alt kiiltiiriin sonunda siirgiinler koklenme ortamina aktarilmistir.

Calismanin bulgulari, optimum biiyiime diizenleyici konsantrasyonlarinin belirlenmesi
i¢in yalmizca tek bir biiylime diizenleyicinin degil, farkli kombinasyonlarin birlikte etkisinin
degerlendirilmesi gerektigini ortaya koymustur. Bu baglamda, ortam denemelerinde gesitli
bitki biiyiime diizenleyicilerinin birlikte uygulanmasinin daha uygun oldugu sonucuna

varilmstir.

Arastirmada, ortam igerigi ve alt kiiltlir sayisinin yani sira, ortam icerigindeki farkli
biiylime diizenleyicilerinin birlikte etkisinin de dnemli oldugu goriillmiistiir. Sitokinin oraninin
yiiksek oldugu ortamlarda siirgiin olusumu artarken, oksin oraninin yiiksek oldugu ortamlarda

koklenme oraninin arttig1 gézlemlenmistir.

Sonuglar, cok yiiksek veya ¢ok diisiik BAP ve GA3 kullaniminin, eksplant basina bitki
sayisini olumsuz etkiledigini gostermistir. Diigiik IBA konsantrasyonunda koklenme zayif
olurken, yiiksek konsantrasyonlarda kdklenmenin daha 1yi oldugu tespit edilmistir. Ayrica,
yiilksek BAP konsantrasyonunun Karayemis bitkisinde vitrifikasyon oranini arttirdii ve
yapraklarda kivrilmalara yol agarak siirglin gelisimini olumsuz etkiledigi belirlenmistir.
Siirgiin boyunun uzamasiyla birlikte bogum sayisinin da arttigi gézlemlenmistir. NAA yerine
IBA ilavesinin kullanilmasi, bitkinin gelisimini daha olumlu yonde etkilemistir. Koklenme
ortamlarinda sukroz oranmin diisiiriilmesi ve Fe-EDDHA ilavesi, kok gelisimini olumlu

yonde etkilemistir.

Calismanin bulgulari, ¢ogaltma ve koklendirme siireclerinde kullanilan bitki biiylime
diizenleyicisi dozlarmin ve alt kiiltlir sayisinin sonuglara birlikte etki ettiini ortaya
koymaktadir. Bu dogrultuda, optimum biiyliime diizenleyici konsantrasyonlariin belirlenmesi

icin farkli kombinasyonlarin birlikte etkisinin incelenmesi gerektigi sonucuna varilmistir.

Aklimatizasyon agamasinda, in vitro kosullarda koklendirilen bitkiler, iklimlendirme

odalarinda bekletildikten sonra seraya aktarilmistir. Ancak, yliksek sicaklik nedeniyle nem
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kayb1 ve 1s1 soku yasanmis ve %30 oraninda bitki kayb1 gézlemlenmistir. Sicaklik, nem ve

ortam kosullarinin daha iyi optimize edilmesi, kayip oranini azaltabilecektir.

Bu ¢alisma, antioksidan agisindan zengin, gesitli saglik faydalar1 sunan ve ticari agidan
Oonemli bir tibbi peyzaj bitkisi olan karayemisin saglikli ve gii¢lii fidanlarinin biyoteknolojik
yontemlerle yetistirilmesini dnermektedir. Arastirma, bitki biiylime diizenleyicilerinin optimal
kombinasyonlarini belirleyerek, bitkinin mikrogogaltim ve koklendirme siireglerini basaril bir
sekilde optimize etmeyi amaglamaktadir. Boylece, karayemis bitkisinin tarimsal tlretimi
artirllarak hem yerel hem de uluslararasi pazarlarda ekonomik degeri yiikseltilecek,hem de bu

bitkinin saglik ve peyzaj alanindaki potansiyel kullanim alanlar1 genisletilecektir.
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