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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Laurus nobilis L. (AKDENIZ DEFNESI) BITKiSINDE FLOW SITOMETRI YONTEMI
ILE CINSIYET TAYINI

El¢cin PARLAR

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi

Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danigman: Yrd. Dog. Dr. Sheida DANESHVAR ROYANDAZAGH

Iki evcikli (dioik) bitkilerde erkek ve disi bitkiler birbirinden ayridir ve gelisimlerinin
ilk asamasinda, fenotipik olarak cinsiyet tayini yapilmasi ¢cok zordur. Fakat bunlarin erken
doénemde birbirinden ayrilmast ticari agidan oldukga 6nemlidir. Defne gibi dioik olan ve ticari
degeri yliksek olan bitkilerde gelismelerinin basinda cinsiyet belirlenmesi ve amaca uygun
fidan yetistirilebilmesi olduk¢a onemlidir. Ornek olarak defne yagnin elde edilmesinde
genellikle disi bitkiler tercih edilirken, peyzaj ¢aligmalarinda dekoratif olarak kolay sekil
alabilmesi ve daha diizenli forma sahip olmasindan dolay: erkek bitkiler tercih edilmektedir.
Bu nedenle erken donemde cinsiyet belirlenmesi bu bitkinin 6zellikle fidancilik
calismalarinda 6nemli bir husustur. Bu tez calismasinda, iilkemizde dogal olarak yayilis
gosteren ve ticari ag¢idan biliyiik oneme sahip olan defne (Laurus nobilis L.) bitkisinin
yapraklarindan flow sitometri analiz yontemiyle c¢ekirdek DNA iceriginin analizi yapilarak
cinsiyet belirleme teknigi optimize edilmistir. Flow sitometri analiz yontemiyle yapilan
cekirdek DNA analizlerinde disi bitkilerin DNA igeriginin erkek bitkilere oranla daha diisiik
¢iktigr saptanmustir. Disi defne yapraklarinin ¢ekirdek DNA igerigi 7,84 pg degerinin altinda,

erkek defne yapraklarinin ise 7,95 pg lizerinde oldugu belirlenmistir.


http://mvelioglu.nku.edu.tr/

Yapilan ¢alismalar sonucunda in vitro mikrogogaltim yontemleriyle elde edilen defne
fidanlarinin cinsiyet belirleme ¢alismalarina literatiir olusturmasi amaglanmistir. Bu amacla
Istanbul, Canakkale, Tekirdag ve Antalya illerinden alinan &rnekler materyal olarak

kullanilmistir

Anahtar kelimeler: dioik bitki, erkek ve disi bitki, ¢ekirdek DNA igerigi, cinsiyet tayini

2017, 53 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

SEX DETERMINATION IN Laurus nobilis L. (LAUREL) USING FLOW CYTOMETRY
METHODS

El¢cin PARLAR
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Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Sheida DANESHVAR ROYANDAZAGH

The dioecious plants have two types of sex in separated plants and there are many
difficulties in their sex determination at the early growth stages. Sex determination at early
growth stage is very important commercially, for example, it’s very important to determine
the sex of plants before planning sale of seedings in arboriculture. Female plants are
selected for extracting Laural essential oil in the industry. However, due to easier design
whilst the growing process as well as the good order of the male plants, they are used for the
landscape activities. Therefore, the sex determination in early growth period is very
important in arboriculture. Since Laurus nobilis L. shows natural spread in Turkey and also
is very important for trade and marketing sector, the aim of this thesis was to optimize nuclear
DNA content of Laurus nobilis L. with the flow cytometry analysis method. According to the
result of the flow cytometry, the nuclear DNA content of male plants was higher compared
to the DNA content of female plants. The DNA content of female and male plants was
determined as 7,84+0,10 pg and 7,95+0,13 pg respectively. The main ideas of this research
and the results are, to prepare a literature on the sex determination of bay laurel saplings

using in vitro propagation techniques.

Keywords: diocious plants, male and female plants, nuclear DNA content, sex

determination,

2017, 53 pages
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SIMGELER VE KISALTMALAR

%: > Yiizde

°C: . Santigrad Derece

ul: : Mikrolitre

um: : Mikrometre

uM: : Mikromolar

AFLP: . Amplified fragment length polymorphism (¢ogaltilmis par¢a uzunluk
poliformizi)

BA: : Benzil Adenin

cm: : Santimetre

CV: : Varyasyon Katsayisi

DAPI: : 4',6-diamidino-2-phenylindole
DKW: : Driver Kuniyuki

DNA: : Deoksiribo Niikleik Asit

GA;: : Giberellik Asit

IAA: : Indol Asetik Asit

IBA: : Indol Biitirik asit

kg: - Kilogram

I: - Litre

m: : Metre

mg: : Miligram

ml: : Mililitre

mM: : Milimolar

mmbhos: : Sulama Sularinin Toplam Tuz Miktar
MS: : Murashige ve Skoog Besin Ortami
NAA: - Naftalin Asetik Asit

OGM: : Orman Genel Midirligi



PCR:
Pg:
ppm:

RADP:

SSR:

WPM:

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Piko Gram

: Milyonda Bir Kisim

: Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA
: Basit Dizi Dekrarlar

: Woody Plant Medium



1.GIRIS

Tiirkiye cografi konumu agisindan zengin bitki ortiisiine sahiptir. Dogal olarak flora
ortaminda kendiliginden yetisen bitkiler arasinda tibbi ve aromatik 6zellige sahip bir¢ok bitki
tiiri bulunur. Tibbi ve aromatik 6zellige sahip bu bitkilerin eski ¢aglardan beri baharat ve ilag
hammaddesi olarak kullanildig1 bilinmektedir. Tibbi ve aromatik bitkileri ilk kullanan tilkeler
Cin, Hindistan, iran ve Misir olmasina ragmen Avrupa bu iiriinlerle daha ge¢ tamigmistir

(Anonim 2016)

Tibbi ve aromatik bitkiler bircok hastaligin 6nlenmesi ve iyilestirilmesi i¢in ilag olarak
geleneksel ve modern tipta kullanilmaktadir. Ayrica bu bitkilerden giiniimiizde besin
takviyeleri, bitkisel ¢ay ve ¢esni olarak, kozmetikte parflim ve viicut bakim {iriinleri olarak
kullanilmasinin yan1 sira, bocek ilact olarak da genis bir kullanim alani bulunmaktadir. Bu
bitkilerin kurutulmus 6zellikle kdok, kok-sap, yumru, gévde veya odunsu yapi, kabuk, yaprak,
cicek, meyve, tohum gibi kisimlarindan belirli 6l¢iilerde hazirlanarak yararlanilmaktadir.
Diinya niifusunun %801 tibbi ve aromatik bitkileri sagl alaninda kullanmaktadir (Toksoy ve
ark. 2010). Gelismis sentetik olarak {iretilen ilaglarin tedavi yontemlerinin yan etkilerinden
dolay1 bitkisel kaynakli tedavi yontemleri tercih edilmektedir. Bitkisel kaynakli ilaglarin
kullanim oranm1 gelismis tiilkelerde %060 iken gelismekte olan iilkelerde %4 olarak

goriilmektedir (Anonim 2004).

Dogadan toplanan tibbi ve aromatik bitkilerin hepsi aynmi kalitede olmadigindan etken
maddeleri farkli oranlarda degismektedir. 2007 yilinda “Tibbi ve Aromatik Bitkilerin
Dogadan Siirdiiriilebilir Toplanmasinin Uluslararas1 Standardi (ISSC-MAP) olusturulmustur.
Bu bitkilerin kiiltiire alinmas1 hem iireticilere gelir kapist olugturmakta hem de bu bitkilerin
dogadan agir1 toplanmasiyla olusan tehdidin 6niine gegilmistir. Tirkiye’nin Avrupa-Sibirya,
Akdeniz ve Iran-Turan cografik bélgelerinin birlesme noktalarinda bulunmasi diinyanin
zengin floralarindan birine sahip olmasini saglamistir. Tiirkiye’deki biyolojik cesitlilik diinya
ortalamasiyla karsilastirildiginda yaklasik 6 kat daha fazla oldugu Cizelge 1.1.°de de
goriilmektedir (Toroglu ve Cenet 2006, Tiimen 2010).



Cizelge 1.1. Diinya iilkelerinin bitki tiir sayist (Tiimen 2010)

.. Endemik Bitki

Ulke Bitki tiirii Sayisi Sayisi Endemik Orani (%)
Iran 7500 1500 20
Irak 3000 200 7
Suriye-Liibnan 3000 330 11
Yunanistan 5500 1100 20
Bulgaristan 3650 53 2
Almanya 2700 54 2
Avrupa (kita) 12000 2500 21
Tiirkiye 11148 3616 33

Yaklasik 11 bin 700 biyolojik bitki ¢esitliligine sahip Tiirkiye’de, 500 civarinda bitki
tibbi amaglhi kullanilmaktadir. Tibbi ve aromatik bitkilerin bitki florasinin iigte birini
olusturdugu Tiirkiye’de 84 tibbi ve aromatik bitkiden elde edilen 107 ¢esit ilag ham maddesi
ile 419 ruhsath ilag¢ tretilmektedir (Anonim 2012). Bu bitkiler lilkemizde en ¢ok Ege,
Marmara, Akdeniz, Dogu Karadeniz ve Giineydogu Anadolu Bolgelerinden toplanmaktadir
(Bayram ve ark. 2010). Tiirkiye’de yapilan bir ¢alisma sonucu i¢ ve dis ticareti yapilan tibbi
ve aromatik bitkiler hakkinda bitki tiirli ve alt tiirii sayis1 347 adet olmakta ve bunlardan 139
tiirlintin de ihracat1 yapilmaktadir ve tibbi aromatik bitkiler diinya da oldugu gibi Tiirkiye i¢in
de yeni bir sektdr haline gelmistir (Ozgiiven ve ark. 2005). Bu sektdrden biiyiik pay alan
bitkilerden biri Akdeniz defnesidir. Bu bitkinin yapraklar1 ve meyvesinden elde edilen ugucu

yag ve baharat ticari agidan biiyiik 6nem tagimaktadir.

1.1. Defne (Laurus nobilis L.) Bitkisinin Mitolojisi

Tiirkiye’nin genetik cesitliliginde dnemli bir yere sahip tibbi aromatik bitkilerden olan
defne (Laurus nobilis L.) insanlarin yasamlar1 boyunca yani ilk c¢aglardan beri bir¢ok
ozelliginden faydalandigi bir bitki tiirtidiir. Defne yapragi tarih boyunca zafer, s6hret ve
barisin simgesi olarak gosterilmistir. Antik Yunan ve Roma’da gerceklestirilen torenlerde
insanlar saglarina defne yapraklarindan yapilan taclar takarlardi. Yunan mitolojisine gore ise,
Apollon su perisi olan Daphne’ye asik olur ve askina karsilik bulamaz. Apollon’dan kagan

Daphne, kurtulmasi i¢in babasina yalvarir, viicudu birden agirlasmaya, ayaklari topraga dogru




kok salmaya baslar, kollar1 dallara, saglar1 yapraklara doniisiir ve daphne sonsuza kadar defne

agaci olarak kalir (Anonim 2013).

Sekil 1.1. Defne mitolojisine ait gorsel ve heykeli (Anonim 2013)

M.O. 342 yilinda Romalilar doneminde bastirilan altin paralarm yiizeyinde defneden
yapilmis ¢elenk bulunmaktaydi. Ayrica, defne yapraginin koruyucu olduguna inanmislar ve
bu sebepten dolayr yagmurlu havalarda yanlarinda defne yapragi bulundurmuslardir (Duke

1987, Anonim 1992, Duke 2008).

Tibbi ve aromatik bitkilerin iilke ekonomisine daha etkili bir bi¢imde katilmasini ve
bitki ¢esidi bakimindan zengin bir floraya sahip Tiirkiye’nin bu kaynaklarindan daha verimli
yararlanabilmesi i¢in tibbi ve aromatik bitki c¢esitliliginin korunmasi, siirdiiriilebilmesi ve
degerlendirilmesi icin gerekli her tiirli metot ve yeni gelisen yontemlerin bu bitkilerde

optimize edilmesi gerekmektedir.

Iki evcikli (dioik) bitkilerde erkek ve disi bitkiler birbirinden ayridir ve gelisimlerinin
ilk agamasinda, fenotipik olarak cinsiyet tayini yapilmasi ¢ok zordur. Fakat bunlarin erken
donemde birbirinden ayrilmasi ticari agidan oldukg¢a dnemlidir. Defne gibi dioik olan ve ticari
degeri yiiksek olan bitkilerde gelismelerinin basinda cinsiyet belirlenmesi ve amaca uygun

fidan yetistirilebilmesi olduk¢a &nemlidir. Ornek olarak defne yagmin elde edilmesinde



genellikle disi bitkiler tercih edilirken, peyzaj ¢alismalarinda dekoratif olarak segilen erkek
bitkiler ise kolay sekil alabilme ve daha diizenli forma sahip olmasindan dolay: tercih
edilmektedir. Bu nedenle erken donemde cinsiyet belirlenmesi fidancilik ve Kkitlesel

yetistiricilik agisindan 6nemli bir husustur.

Tirkiye’de kendiliginden yetisen defne bitkisi ilag sanayinde etkin madde, gida
sanayinde ise tat verici olarak kullanilmaktadir. Defne agacinin yapragindan, meyvesinden ve
odunundan yararlanilmaktadir. Ayrica makasla kesilerek istenilen seklin verilebilecegi
Akdeniz defnesi dekoratif 6zelliklerinden dolay1 siis ve ¢it bitkisi olarak kullanilmaktadir

(Ercan 1983).

Defne yapraginin esas kullanimi gida sanayisidir. Ozellikle iiretim endiistrisinde
baharatlarin 6nemi daha da belirginlesmis, soslar, konserveler, yar1 pismis gidalar, hazir
yemeklerde tat ve cesni icin biiyiik 6l¢iide baharatlara ihtiya¢ duyulur hale gelmistir. Ayn
zamanda icerdigi eterik yaglar ve yiiksek laurik asit nedeniyle de sabun yapiminda ve odunsu
parfiim bitkileri grubunda degerlendirilerek 6nemine dikkat g¢ekilmektedir (Baytop 1980;
Giiney 1989; Tanriverdi 1989; Tanriverdi ve ark. 1993).

Bu c¢alismada flow sitometri analiz yontemi kullanilarak disi ve erkek bitkilerin
birbirinden ayrilmast amaclanmistir. Yapilan caligmalardan elde edilen sonuglarla bilingli
defne fidanm yetistiriciligini yayginlastirmasi ve defne fidanciliginda yeni bir yol izlemesini
saglamasma yardimci olmast ayrica in vitro mikrogogaltim ¢aligmalarinda elde edilen

fidanlarin cinsiyet belirleme ¢aligsmalarinda literatiir olusturmasi amaclanmistir.

1.2. Odunsu Bitkiler Hakkinda Genel Bilgi

Bitkiler biyolojik 6zelliklerine gore “Otsu Bitkiler” ve “Odunsu Bitkiler” olarak 2 ana
gruba ayrilirlar. Tohumlu bitkiler siifina giren odunsu bitkiler, odunlasmis toprak iistii
kisimlariyla uzun yillar yasayan ve cogunlukla toprak tistii kisimlarinin biiyiikliigii yildan yila
artan bitkiler olarak tanimlanir. Odunsu bitkiler kendi aralarinda; agaclar, calilar, sarilicilar ve
yer Ortiicliler olarak 4 gruba ayrilir. Yaprak dokme ve dokmemelerine gore ise herdem yesil,
yari-herdem yesil ve yapragini dokenler olmak iizere 3 gruba ayrilirlar. Defne gibi kisin
yapraklarini dokmeyen herdem yesil bitkilerin ¢ogunlugunu koniferler olarak adlandirilan

igne ve pul yaprakl bitkiler olusturur (Colak ve Sorger, 2004;Yener 2012).



Bir evcikli yani monoik bitki ayni bireyler {izerinde hem erkek ¢igeklerin hemde disi
cicekleri bir arada tasiyan bitkidir. Iki evcikli yani dioik bitki ise bir bitkide erkek ve disi
bireylerin ayr1 ayri bitkilerde bulunmasi durumuna denir. Dioik bitkilerde erkek cicekler

erkek bitki tizerinde, disi gigekler ise disi ¢i¢ekler lizerinde bulunur (Anonim 2016a).

1.3. Defne Bitkisinin Genel ve Botanik Ozellikleri

“Lauraceae” familyasiin “Laurus” cinsine ait olan defnenin, bilimsel ad1 “Laurus
nobilis L. ”dir. 2n=48 kromozoma sahip olan defne bitkisinin 50 cins ve yaklagik olarak da
2500 tiir iceren familya tiyeleri Tropikal Asya, Amerika, Afrika ve Akdeniz iilkelerinde
yayilis gostermektedir. Ulkemizde ise sadece tek tiirii bulunmakta ve bu tiir Akdeniz Defnesi
adiyla bilinmektedir (Darlintong ve Wylie 1955; Se¢gmen ve ark. 1995).

Yoresel olarak degisik isimlerle adlandirilan defne bitkisi igin teynel, harve, ehnel,
gilik, taflan, tefrin, defniin, talimi, tehni gibi isimler kullanilmaktir. ingilizce’de Bay Laurel,
Laurel, Fransizca’da Laurier, italyanca’da Alloro, Lehge’de Wacurnzyn Szlachetny,
Arapca’da Habbiil Gahr ve Almanca’da Lorbeer gibi isimlerle adlandirilmistir (Baytop 1994,
Pala 2010, Diizenli ve Karadmerlioglu 2012).

Sekil 1.2. Defne (Laurus nobilis L.) bitkisinin genel gortiniimi (Anonim 2017a)
Uygun sartlarda 15-20 metreye kadar boylanabilme o6zelliginde olan defnenin
yapraklar1 dar ve 5-10 cm uzunlugunda, 2-3 cm genisliginde, iist yiizeyi parlak koyu yesil

renginde, kenar kisimlar1 dalgali, kisa sapli ve u¢ kisma dogru sivri sekildedir. Yesil olan taze



stirgiinleri olgunlastikca kirmizi siyah rengi alir. Tespih tanesi biiyiikliiglinde olan meyveleri
ise ilk olusumunda yesil renktedir ve Eyliil sonu Ekim ay1 igerisinde olgunlastik¢a parlak
koyu siyah rengi alir. Meyveleri etli yapida oldugundan dolay1 %17-25 oraninda yag igerir ve
yapraklara oranla igerdigi yag miktar1 daha fazladir. Erkek ¢igekler koyu sari, kiime halinde
ve daha fazla olurken, disi cigekler ise agik yesil veya sariya benzer renkte, dallar lizerinde
daha seyrek haldedir. Cigek ¢evresi yesil renkte ve dort pargali halde bulunur. Erkek
ciceklerde genellikle 10-12 tane stamen disi ¢iceklerde ise korelmis halde 4 stamen
gorilmektedir. Kok sistemi kuvvetlidir (Kayacik 1963, Lewis 1984, Baktir 1991).

Cigeklenme zamani degisiklik gostermesine ragmen genellikle, Mart- Mayis aylarinda
gerceklesir. Erkek agaclar disi agaclara gore ¢igeklenmeye daha erken baslayip ve daha erken
bitirirler (Can ve ark. 2006). Defnede ¢igeklenme en erken Akdeniz bolgesinde gergeklesirken
bolgenin ve yetistigi yerin iklimsel faktorlerine bagli olarak sirayla Ege, Marmara ve
Karadeniz bolgesinde ¢i¢ceklenme meydana gelmektedir. Defnenin ¢igekte kalma donemi 1-2
ay arasindadir. Cigekte kalma doneminde disi ¢icekler tozlasma yoluyla déllenme sagladig
zaman meyve olusmaktadir. Cicek doneminde disi ve erkek agacglarin cinsiyetlerini ayirt
edebilmek i¢in ¢iceklerin aga¢ lizerindeki yogunluklarina ve ¢igek renklerinin acik ya da koyu
olmasina gore yapilabilir (Gokmen 1973 Tanker ve ark. 2007, Boza 2011, Kavakli 2012).
1.3.1. Defne Bitkisinin Dogal Yayilis Alanlari

Anavatant Anadolu ve Balkanlar olan defne Tiirkiye’de Ege, Akdeniz ve Karadeniz
Bolgesinin tiim kiyr seridi boyunca yayilis gostermektedir. Ulkemizde yaygin olarak
goriildiigii iller; Bursa, Yalova, Balikesir, Istanbul, Kastamonu, Zonguldak, Trabzon, Sinop,
Izmir, Mugla, Rize, Kahramanmaras, Mersin, Antalya’dir ve Akdeniz bitki ortiisiine dzgii
bitkilerdendir (Davis 1982, Safak ve Okan 2004, Ayanoglu ve ark. 2010). Ulkemizde yapilan
caligmalarda, defne (Laurus nobilis L.) bitkisinin yayilis alaninin 131,862 hektar, tahmin
edilen potansiyel veriminin ise yillik 12.201.326 kg oldugu (Cizelge 2.1) belirtilmektedir
(Anonim 2004).

Tiirkiye basta olmak {izere diinya genelinde Ege Denizindeki Yunan adalari,
Arnavutluk, Romanya, Ispanya, Portekiz, Fas, Fransa, italya, Belgika, Meksika ve Cezayir’de,
Suriye’nin batisinda, Libya’nin dogu sahillerinde, Rusya’nin Karadeniz’e uzanan kiyilarinda,
Giircistan ve Israil gibi bircok iilkede kiiltiire almarak yetistirilmektedir. Tiirkiye’de yayilis
gosterdigi iller Sekil 2.2 ve Cizelge 2.1°de gosterilmektedir (Anonim 2004; Anonim 2016).
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Seki 1.3. Defnenin Tﬁrkiyé’deki Yy1

Cizelge 1.2. Defne bitkisinin Tiirkiye’de yayilis gosterdigi iller (Anonim 2004)

Defne Bitkisinin Yayilis1

Orman bolge miid. Yayilis sahas1 (Ha) Tahmini potansiyeli (kg/yil)
Adana 6.343 1.804.491
Adapazan 4.215 2.197.167
Amasya 800 200.000
Antalya 7.823 1.098.000
Balikesir 5.500 665.500
Bolu 645 1.360
Bursa 11.791 1.952.000
Istanbul 500 1.000
Izmir 7.9950 660.000
Kahramanmaras 4.308 375.000
Mersin 40.927 1.407.036
Mugla 32.844 677.752
Sinop 1.544 59.000
Zonguldak 6.672 1.103.020
TOPLAM 131.862 12.201.326

1.3.2. Defne Bitkisinin Ekolojisi

Baydar 2009 yilinda yapmis oldugu ¢alismada defne bitkisinin yagis alan nemli ve
giinesli iklimde daha 1iyi yetistigini, yazlar1 sicak ve nemli, kislar1 ise yagisl ve iliman iklim
istegi duydugunu aktarmistir. Defne bitkisinin yetistigi topraklarda; topraklarin tamaminin
tuzsuz oldugu ve tuzluluk probleminin yasanmadig1 goriilmiistiir. Toprak pH’sinin 6,70-7,96
degerleri arasinda, tuzlulugun ise yaklasik olarak 0,21 mmhos/cm olmasi gerekmektedir

(Diizenli ve Karadmerlioglu 2012).




1.3.3. Defne Bitkisinin Tibbi ve Aromatik Ozellikleri

Tibbi ve aromatik bitkilerde bulunan ugucu yag orani; bitkinin organlarina, geligme
donemine, sicaklik degisimlerine, iklim, ¢evre, bitkinin yasi ve genetik yapisina gore degisim
gosterir. Bunlarin igerisinde ugucu yag miktarini etkileyen en 6nemli faktorler ise; sicaklik ve
bitkinin gelisme donemidir. Bitkideki ugucu yag orani bitkiden bitkiye farklilik gostermekle
beraber genellikle sicaklikla dogru orantili olarak artis géstermektedir (Ceylan 1996).

Meyveleri sabit yag igerigi acisindan zengin (%25-30) olan defne yapraklarinin
bilesiminde ugucu yag, tanen ve act maddeler bulunur. Yetistigi yoreye gore genellikle % 1-4
oraninda ugucu yag ihtiva eder ve ugucu yagin en 6nemli bileseni olan sineol % 35-50
oraninda bulunur. Defne bitkisinin diger 6nemli bilesenleri ise a- terpinenil acetate, a-pinene,
B-pinene, linalool ve sabinene’dir. Defne yagini degerli kilan laurik asit en fazla endokarp
kisminda bulunur. Ayn1 zamanda Trigliseritler de iceren defne bitkisinde trigliseritler sadece
perikarp ve mezokarpta yer almaktadir. Defnenin meyvelerinde ayni zamanda antosiyanin
bulundugu tespit edilmistir (Zeybek ve Zeybek 1994; Anonim 1997; Baytop 1999; Yagcioglu
1999, Yazici1 2002; Longo ve Vasapollo, 2005).



Cizelge 1.3. Defne bitkisinin yaprak ve meyvesinin ucgucu yaginda belirlenebilen baslica

bilesenler (Karadeniz 2001).

Bilesen gruplan

Bilesen gruplan

Defne yapragi ucucu yagi

Defne meyvesi ugucu yagi

Terpenler

a-Tujen a-Tujen
a-Pinene a-Pinene
Sabinene Sabinene
Mirsen Mirsen
a-Fellandren a-Fellandren

trans-B-Osimen

trans-B-Osimen

Germakren-D

Germakren-D

B-Elemen B-Elemen
p-Karyofilen B-Karyofilen
Kamfen Kamfen

y-Terpinen B-Pinen
a-Terpinolen para-Simen
a-Humulen Germakren-A

Bisiklogermakren

a-Farnasen

Kalaren

cis-a-Bisabolen

Terpenoidler

Alkoller

Linalool

Linalool

Terpinen-4-ol

a-Terpineol

Trans-Sabinene hidrat

B-Eudesmol

o-Eudesmol

Esterler

a-Terpinenil asetat

a-Terpinenil asetat

Linalyl acetate

Bornil asetat

Fenoller ve fenol
eterler

Eugenol

Terpen oksitler

Methyl eugenol

1,8-cineole

1,8- cineole

Karyofilen oksit




1.3.4. Defne Bitkisinin Ticari Onemi

Tiirkiye’de ticareti yapilan bitki tiirlerinin bir boliimiinii tibbi ve aromatik bitkiler
olusturur. Ulkemizde bulunan bu bitkiler igerisinde ticari 6neme sahip bitkilerden birisi de
defne bitkisidir.

Defne bitkisinden ticari olarak; yapraklarindan ugucu yag, meyvelerinden sabit yag,
dallarindan ise yakacak olarak faydalanilir. Defne ve defne bitkisinin mamulleri ilag, gida,
kozmetik gibi bir¢ok alanda kullanildig1 i¢in i¢ ve dis ticareti her gegen giin artmaktadir.
Artan bu talebin karsilanmasi i¢in de en avantajli ve ihtiyacin karsilanmasini saglayabilecek
potansiyele sahip olan iilke Tiirkiye’dir. Ulkemiz diinyada ki kuru defne yapraginin énemli
iiretici ve saticisidir. Defnenin her gecen giin artan pazarinda iiretim maliyetlerinin
diisiiriilmesi ve hasat edilen yapraklarin kaliteli olmas1 {ilkemizin bu pazarda lider konumunu
stirdiirmesini saglamaktadir (Safak 2004, Erden 2005).

Defne yaprag iiretimi, 6831 sayili yasanin 37. maddesinin 1. fikras1 geregince, tarife
bedeli 6demek kaydiyla, yasanin ilgili maddesinde yazili yerlerde halka izin verilmek sartiyla
yapilmaktadir (Anonim 1997). Defne yapragi toplanacak orman alanlari, Orman Isletme
Miidiirliikleri tarafindan gruplandirilip miinavebeli olarak 3 yilda bir isletmeye agilmaktadir
(Ozhatay ve ark. 1997).

Defne yapragi ihracati yapan iilkelerin basinda Hong Kong, ABD, Almanya ve
Brezilya gelmektedir. Tiirkiye’de 2015 yilinda 12.741 ton defne yaprag: ihra¢ edilmis ve bu
ihracatin gelir miktart 1.398.683 TL olmustur. Ayrica Arap ilkelerinde defnenin
meyvelerinden elde edilen sabun yapiminda kullanilan sabit yag ihrag edilirken, tilkemiz yilda
ortalama 1 milyon $ degerinde ugucu yag ihra¢ etmektedir (Anonim 2016).

Tiirkiye’den defne yapragi ithal eden {ilkelerin basinda Vietnam gelirken diger tilkeler;

ABD, Brezilya, Polonya, Hollanda, Japonya ve Almanya’dir (Pala 2010).
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Defne bitkisi i¢in Tiirkiye’de 2005-2015 yillart arasinda yapilan iiretim ve dis ticaret
istatistik verileri (Anonim 2016);

2005-2015 YILLARI ARASINDA BOLGE BAZINDA DEFNE

35,000 YAPRAGI URETIM MIiKTARI (TON)

30.297
30.000 28643

25.000

20.000

15.000

10.325 10.257 ]
10.000 8.938 9.172 g 773

5.000

0 - —
Y P o4y 4% S 4y & & TN QO

FF TS ST T TS FE TS
RIS S g SR

Sekil 1.4. 2005- 2015 Yillar1 arasinda bolge bazinda defne yaprag: iiretim miktari

(ton)
2005-2015 YILLARI ARASINDA BOLGE BAZINA DEFNE
GELIR MIKTARI (TL)
1.200.000
1,054,234
1.000.000 -
779.933
£00.000 | 777.192
600.000 - 194329
378.370
368.782
400.000 - 350.676
303.050
200.000 - 230'179139'212139.212112 5
L7 57 050 6.830 3.898
0 a

ERAN N o N3 4% Ytl" SN N @ 4% %{%' g <Y \)0 . (\}}
F ST IS TS TS
A N g §6 &G %y:c& ad X

Sekil 1.5. 2005- 2015 Yillart arasinda bolge bazinda defne gelir miktari
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YILLAR iTIBARIi iLE OGM DEFNE YAPRAGI URETIM

MIKTARI (TON)
14.000
12 955 12.741
12.000
10.482 10.676
8.000 - :
6.000 +2.957
4,000 -
2.000 -
0 - .
2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
Sekil 1.6. Yillar itibari ile OGM defne yaprag tiretim miktar (ton)
YILLAR iTiBARIi iLE OGM DEFNE YAPRAGI GELIiR
MIKTARI (TL)
1.600.000
1.398.683
1.400.000
1.200.000
1.000.000
792.053
800.000
600.000 298069
' e 407022 475640
400.000 : 308:352
213130 0 00s
200.000 -
0 'J T T T T T T
2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Sekil 1.7. Yillar itibari ile OGM defne yaprag: gelir miktar1
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YILLAR iTiBARI iLE DEFNE YAPRAGI iHRACAT MiKTARI

(TON)
14.000
12955 12.741
12.000
10.482 10.676
10.000 9.063 5891
2 0pn  1.519
8.000 7.262 5932
6.000 5557
4.000 -
2.000 -
O i T T T T T T
2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
Sekil 1.8.Y1llar itibari ile defne yaprag: ihracat miktari (ton)
YILLAR iTIBARI iLE DEFNE YAPRAGI iTHALAT MiKTARI
(TON)
2000
1500 1440

1000

882
716
510
500
177
33 13 12 4 I 85
0 __—_'___'—'___'_. . . || . . .

|

2005 2006 2007 2008 2009

2010

2011

2012 2013

2014

2015

Sekil 1.9. Yillar itibari ile defne yapragi ithalat miktar1 (ton)
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Defne Bitkisinde Yapilan Calismalar

Goker ve Acar (1983) defne yapraginin kalite 6zelliklerini etkileyen faktorler iizerinde
bir arastirma yapmislardir. Yaptiklar1 arastirmalar sonucunda bitkinin ¢esidi, yetistigi yerin
Ozellikleri, yapilan uygulamalar (ilaglama, giibreleme), depolanma sekli gibi faktorlerin defne

yapraginda kaliteyi etkiledigini saptamiglardir.

Ceylan ve ark (1990) yaptiklari ¢alismada, defne agaglarinda ugucu yagin; ontogenetik
ve morfogenetik degisikliklerini belirlemeyi amaglamislardir. Calisma siiresince bitkideki
ugucu yaglarin Haziran, Temmuz ve Agustos aylarinda artigini gozlemlemislerdir. DefnedeKi
ucucu yaglarin en yiiksek oldugu aylar Haziran (%]1,13) ve Temmuz (% 1,00) olurken, en
disik aylar ise Eylil (%0,55), Ekim (%0,59) ve Kasim (% 0,45) aylari olarak
kaydetmislerdir.

Olmez (2004) farkli kaynatma siirelerinde defne bitkisinden elde edilen renkler ve bazi
haslik degerlerini incelemek i¢in yaptigi calismada defne yapraklarinin bitkisel boyacilik
alaninda kullanimini incelemek ve farkli kaynatma siirelerinin elde edilen renklere etkisinin
nasil oldugunu belirlemeye ¢aligmistir. Bu amagla defne yapraklari sirasiyla 30, 60 ve 90
dakika silireyle kaynatma islemine tabi tutulmus, yiin hali ipliklerinin defne yapraklar ile
boyanmasindan genel olarak aliiminyum sapi, ¢inko kloriir, sodyum siilfit ile yesil, demir
stilfat ile kahverengi, bakir siilfat, tanen sabitlestiricileri ve sabitlestirici olmadan yapilan
boyama ile kizil renk tonlarmin elde edildigini gdzlemlemistir. Yapraklara uygulanan
kaynama siireleri yiikseldik¢e elde edilen renklerde koyulasma oldugu, elde edilen renklerin
151k haslik derecelerinin genel olarak iyi ve orta diizeyde oldugu, sabitlestirici kullanilmadan
yapilan boyamalardan elde edilen renklerin 151k haslik derecelerinin iseen diisiik 4 diizeyinde

oldugunu saptamigtir.

Kili¢ ve ark (2004) yaptiklar calismada, defne yapragi, tomurcuklari, ¢igekleri ve
meyvelerindeki bilesenlerin tespitini yapmis ve bunlarin hangi kokularn kaynagi oldugunu

bulmay1 amag¢lamiglardir. Karadeniz kiyisinda bulunan defnelerin gévdelerinin iist kismindan
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Mart ayindan itibaren her aym onbesinde Ekim ayima yaprak ornekleri toplamislar ve ugucu
yaglarin Temmuz aymnda en yiiksek oranda oldugunu ucgucu yagin ana bileseninin cineole
(%32,1-24,2) oldugunu ayrica eugenol (%1,6-0,1), B-pinene (%3,8-3,0), a-pinene (%5,0-3,9),
sabinene (%7,6- 7,1), p-elemene (%1,4-1,8), a-terpineol (%1,3-1,8), linalool (%1,5-0,7) ve a-
terpinyl acetate (%6,5-4,8) gibi bilesenlerin ugucu yagda bulunan diger 6énemli bilesenler

oldugunu saptamislardir.

Baz1 biiylime diizenleyicilerin Akdeniz defnesi fidanlarinin gelisimi {izerine etkilerini
inceleyen Ertekin ve ark. (2009), polystimulin (PS A6-K), giberellin (GA3) ve farkli katlama
stirelerinin defne fidanlarinin gelisimleri {izerine olan etkilerini incelemis bu amagla; tohumlar
katlamaya alinmadan 6nce PS-A6 + PS-K ve GAj’lin iki farkli konsantrasyonu ile muamele
edilmistir. Calismada kullanilan 315 adet defne fidaninda kok bogaz capi, fidan boyu, kok
uzunlugu ve yaprak sayilar saptanmistir. 50 mg/100 ml GAz’lin uygulandigi denemelerde en
yiiksek fidan boyu ve kok uzunlugu elde edilirken, en yiiksek fidan boyu 21,2 cm, en diisiik
fidan boyu da 13,9 cm ile 70 giin katlamaya birakilan tohumlarda goriildiigiinii, en yiiksek
kok bogaz ¢apinin ise 5,8 mm ile 30 giin soguk katlamaya maruz kalmis tohumlarda oldugunu
ve en diisik kok bogaz c¢apt da GAjz uygulanan tohumlarda saptanmistir. Hormon
uygulamasinin defne fidanlarinin gelisimi {iizerine olumlu etkisi goriilmiis ve fidanhk
kosullarinda defne tiretiminde GA3 hormonunun kullanilabilecegi onerilmistir.

Atalay (2009) yaptig1 ¢alismada, defne yapraginin yonca silaji yapiminda silaj katki
maddesi olarak kullanilip kullanilmayacagina ve kalitesi tizerindeki etkilerini incelemistir.
Tanen bakimindan zengin defne yapragi ile seker sanayi artifi olan ve suda ¢oziinebilir
karbonhidrat bakimindan zengin melas karisimini silaj katki maddesi olarak kullanmigtir.
Yapilan c¢alismalar sonucunda elde edilen sonuglar melas ve defnenin silaj katki maddesi
olarak yonca silaji yapiminda kullanilabilecegi konusunda olumlu sonuglar verdigini
belirtmistir.

Defne bitkisine ait ¢eliklerde adventif kok olusumunun anatomik ve histolojik olarak
incelenmesi igin Sirin ve ark. (2010) yapmis olduklar1 ¢alismada kéklenmeyi kolaylastirmak
icin c¢eliklerin dikimi 6ncesinde 6 farkli uygulama yapmislardir. Yapilan uygulamalar; celik
tabanina 1 cm yarma, 5000 ppm IBA, 3000 ppm IBA, kontrol grubu, ¢elik tabaninin 1 cm
tizerinden bilezik alma ve 10 ppm etilen+14 giin bekletilip ardindan 3000 ppm IBA
uygulamast seklinde olmustur. Dikim oncesi alinan celiklerde bitkide hazir kok taslagi

gozlemlenmemistir. 1 cm iizerinden bilezik alma uygulamasi yapilan, 5000 ppm IBA, bilezi
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alma ve 10 ppm etilen+3000 ppm IBA uygulamasi yapilan ¢eliklerde koklenmeyle alakali
hiicre farliliklar1 gdzlemlenmistir.

Sar1 ve ark. (2010) 2003 yilinda Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nde defne
bitkisinin uygun yetistirme tekniklerinin belirlenmesi amaci ile yaptigi ¢alismada, tohum
dormansisinin kirilmasi, bigim siklig1 ve yiliksekligi, uygun dikim sikligi, erkek ve disi bitki
ucucu yag oranlart arasindaki varyasyonu belirlemeye yonelik c¢alismalar yapmislardir.
Defnelerin farkli yiiksekliklerden bigilmesinin verim degerleri iizerine etkisinin ¢ok fazla
olmadigin1 tespit etmislerdir. Ugucu yag analizlerinde, ugucu yag oranmin %2,80-3,40
arasinda degistigini, ucucu yagin ana bilesenin eucaliptol (%29,55-43,19) oldugunu

belirlemislerdir.

Pala (2010), Tiirkiye i¢in énemli bir bitki olan defne bitkisinin kiiltiire alinmasi igin
yaptig1 bazi agroteknik caligmalarda bitkinin sira lizeri mesafelerin belirlenmesini, uygun
bicim yiiksekligi ve bi¢im sikliginin bulunmasini amaglamistir. Yaptigi caligmalarda defnede
en uygun dikim sikliginin en yiiksek verimin alindigi 1x2 m sira arasi ve sira {izeri mesafe
oldugunu belirlemistir. En uygun bi¢im zamaninin 2 yilda bir oldugunu ve bi¢im

yiiksekliginin ise 60 cm oldugunu saptamistir.

Sarb (2012) Defne bitkisinde gelikle gogaltma yontemini belirlemek amaciyla cam
serada bir ¢aligma gergeklestirmistir. Calismalar mevsimsel olarak 11 farkli zamanda alinan
celiklere farkli dozlarda IBA ekleyerek yapilmistir. 1 birim torf+1 birim tiif karigimlarina
Kontrol, 1000, 2000, 4000, 6000 ppm IBA eklenerek koklendirme gerceklestirilmeye
calisilmistir. Yapilan denemeler sonucunda IBA dozlarinin kdklenme iizerinde olumsuz etkisi
goriiliirken, ¢elik alma zamaninin kdklenme {izerinde olumlu etkisi oldugu saptanmustir.

Kavakli (2012) yaptig1 bu calismada defnenin genetik farkliliklart RAPD molekiiler
yontemiyle belirlemek amaciyla Dilek Yarimadasi, Urla ve Karaburun bélgelerinden ilkbahar
baslangicinda yaprak ornekleri toplamis ve DNA izolasyonu, PCR-RAPD uygulamalar ile
agaroz jel elektroforezi yapilmistir. Jellerdeki meydana gelen DNA bantlar1 goriintiilenmis ve
elde edilen sonuglar degerlendirilerek defne tiplerinin polimorfizmi 27 RAPD primeri
kullanilarak belirlenmeye calisilmistir. En basarilt primer OPC-02 olurken bu primer tiim
defne tiplerinde 1-10 arasinda polimorfik bant vermistir. Ayrica, OPA-04, OPA-12, OPB-02,
OPC-100 ve OPE-02 primerleri de basarili olmustur. OPA-01, OPA-07, OPB-06, OPB-08,
OPB-11 primerleri polimorfizmi belirleyememis ve bu nedenle de bu primerler

degerlendirmeye alinmamistir. Yapilan bu ¢alismayla RAPD markorlerinin defne tiplerindeki
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farkliliklarin  belirlenmesinde kullanilabilecegi anlagilmis ve gelecekte defne bitkisinde
yapilacak molekiiler ¢calismalarda RAPD markorleri ile elde edilen sonuglar AFLP, SSR gibi
diger molekiiler markor ¢alismalariyla desteklenebilecegi ortaya koyulmustur.

Defne bitkisinin doku kiiltiirii yontemiyle iiretilme olanaklarinin incelenmesi iizerine
yapilan calismada Karaburun, Urla ve Kusadasi’nda bulunan defne agaglarindan eksplantlar
alimmistir. Bu eksplantlar MS (Murashige&Skoog), DKW (Driver Kuniyuki), Heller ve WPM
(Woody Plant Medium) olmak {iizere 4 farkli besin ortamina dikilmistir. 2008-2012 yillar1
arasinda 4 yil boyunca yapilan ¢alismalarda eksplant olarak siirgiin ucu ve mikro c¢elikler
kullanilmistir. Besin ortamlarina NAA, BA, IBA ve kinetinin farkli konsantrasyonlari ilave
edilmis ve bu bitki biiylime diizenleyicilerinin in vitro kok olusumu iizerine etkileri
incelenmistir. Kullanilan 4 besin ortaminda da koklenme saglanamamis fakat MS besin
ortaminin DKW ortamina gore daha iyi sonug verdigi goriilmiistiir. 0.5-5 mg/l NAA ile kallus
olusumu, 0.3-4 mg/l BA ile de siirgiin olusumunun arttig1 belirlenmistir. Heller besin
ortaminda kararmalarin az oldugu goriilmiistiir (Boza ve ark 2013).

Baytore (2014) Yalova bolgesinde ki defne popiilasyonlarinda 4 farkli gelisme
doneminde morfolojik ve kalite 0Ozellikleri ile ontogenetik degisimleri belirlemeyi
amaglamistir. Yapilan arastirmalarda defne bitkilerinin boy uzunlugu, yaprak boyu, yaprak
eni, ugucu yag orani, ugucu yag bilesenleri belirlenmistir. Yalova ili i¢in uygun hasat
zamaninin ugucu yagin en yiiksek oldugu meyve olum déneminin oldugu gézlemlenmistir.

Karik ve ark. (2015) Tiirkiye’de ki defne popiilasyonlarinin ugucu yag bilesenlerini
belirlemiglerdir. Calismada, Tiirkiye’de dogal yayilis gosteren defne bitkilerini
kullanmiglardir. Marmara, Ege, Akdeniz ve Karadeniz Boélgelerinde toplam 100 ayri
lokasyondan yaprak orneklemesi yapmislardir. Ugucu yag oranlarini belirlemek icin yaprak
ornekleri kurutulmus, ugucu yaglari su distilasyonu ile ¢ikarilmigtir. Kuru yapraklardaki
ucucu yag orani %0,4-4,5 arasinda degisim gostermis, elde edilen ugucu yaglar GC/MS ile
analiz edilmis ve kimyasal igerikleri ¢ikarilmistir. Orneklere gore ugucu yaglarda 22-25 adet
bilesen tanimlanmis ve ana bilesenlerin 1,8- cineole ve oraninin %36,93-66,90 arasinda
oldugu, diger bilesigin ise a-Terpinyl acetate oldugu ve oranmnin %4,09-22,22 arasinda
degisim gosterdigini tespit etmislerdir.

Aktas ve ark. 2014 yaptiklari calismada prolin uygulamasinin defne fidelerinin
kuraklik toleransini arttirmadaki etkisini blirlemislerdir. Su stresi altinda bulunan fidelerde
prolin uygulamas: ile yaprak fotokimyasal etkinliginin arttigi, taze agirliginin arttigi ve

fidelerin daha ¢ok hayatta kaldigin1 saptamigtir. Su stresinde yapilan prolin uygulamalarinin
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IAA’de artisa neden oldugu, Zeatin ve GAj igeriginde kuraklikla olusan azalmay1
degistirmedigini belirlemistir. Yapilan ¢alisma sonucunda, defnenin fide déoneminde prolin
uygulamasi ile kurakliga toleransini uyarabildigini ortaya koymustur.
2.2. Flow Sitometri Cihazimin Calisma Prensibi

Ik defa Wallace H.Coulter tarafindan 1956 yilinda “Otomatik Kan Hiicresi Sayim ve
Analiz” bashgiyla yayinlanmis bir makale ile tip camiasina duyurulan (Coulter 1956) flow
sitometri, kati-s1vi heterojen karisiminda (siispansiyon) olan hiicre veya partikiillerin siv1 bir
akis kanali boyunca tek tek ge¢mesi ve bu sirada da hiicre biiyiikliigiine gore siniflandirilmasi
teknigine dayanan bir cihazdir. Bir¢cok bilim dalinda yaygin olarak kullanilan flow sitometri
analiz yontemi giiniimiizde akim sitometri terimi olarak da bilinmektedir. Eskiden kullanilan
151k mikroskopu ile flow sitometri analiz yontemini kiyaslanacak olursa; flow sitometri analiz
yontemiyle cok daha fazla hiicrenin daha kisa siirede inceleme avantajini sagladigi
goriilmustiir. Bu yontemle 1 saniyede ortalama 500 tane hiicrenin sayimi ger¢eklesmektedir

(Taneli 2007).

Flow sitometri cihazinda lazer ve elektronik teknolojisi kullanilarak; biiyiikliik,
graniilarite, hiicrenin yiizey ve i¢ proteinleri, organelleri ve diger bilesenlerinin analiz ve

ayrimi gergeklestirilmektedir (Kanev 2015).

Flow sitometri cihazi ornekleri cihaza tasiyan akis sistemi, optik kisim, elektronik

kisim ve sonuglarin depolandig: bilgisayar ve yazilim olmak {izere 4 kisimdan olusur.

1. Akis Sistemi: Konik yapida olan bir merkezi kanal (akis cemberi) ve icerisindeki
“sheath fluid” ad1 verilen 6zel bir sividan olusur. Ornegi cihaza tasiyan sistemdir.

2. Optik Sistem: Optik sistem, 151tk kaynagi ve optik filtrelerden olugmaktadir.
Baslangicta flow sitometrilerde 151k  kaynagi olarak mercury lambalari
kullanilirken gliniimiizde modern flow sitometrilerin ¢ogunlugu tek bir dalga
boyunda 151k veren lazer 151k kaynaklarina sahiptirler.

3. Elektonik Sistem: Elektronik bilesen ise elde edilen optik sinyalin PMT (photo
multipler tubes) ile amplifiye edilerek elektrik sinyaline ¢evriminden ve analiz i¢in
bilgisayara aktarimimdan sorumludur.

4. Bilgisayar ve Yazilim: Sinyallerin toplanip, filtrelerden gecirilip dijital degerlere

cevrildikten sonra bilgilerin flow sitometri cihazina bagli olan bilgisayara
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aktarildigi ve FCS (Flow Cytometer Standard) adi verilen 6zel bir formatta
depolandig1 sistemdir (Taneli 2007, Tuna 2014).

2.2.1. Flow Sitometri Tekniginin Kullanim Alanlar

[lk zamanlarda flow sitometri tekniginden sadece kan hiicrelerinin analiz edilmesinde
yararlanilirken bu yontem zamanla tip ve yasam bilimlerinde kullanilan bir arastirma yontemi

haline gelmistir.

Klinik ve arastirma laboratuvarlarinda; immiinoloji, hematoloji onkoloji, molekiiler
biyoloji, mikrobiyoloji, parazitoloji, enfeksiyon, yardimci {ireme teknikleri, patoloji,
radyasyon onkolojisi, enfeksiyon hastaliklarinda, HIV tiiberkiiloz alanlarinda,

Tip alaninda; hiicre 6limii ve hiicresel 6zelliklerin belirlenmesi, mikroorganizma
sayist ve tlr analizi yapilmasi, virlis, bakteri ve hiicre sayiminda, parazit ve mantar
belirlenmesinde,

Bitkilerde ise; hiicre dongiisii analizi, AT:GC oraninin belirlenmesi, kromozom
izolasyonu, flow karyotipleme de kullanilmaktadir. Teknolojik ilerlemeler ve yeni floresan
boyalarin gelistirilmesi, flow sitometriyi biyolojik arastirmalarda yaygin olarak kullanilan bir
analiz yontemi konumuna getirmistir. Bu yontemin bitki hiicre ve organellerinin analizinde
kullanim1 yaklasik olarak 25 yil 6nce baslamis olup en ¢ok cekirdek DNA analizinde
kullanilmaktadir (Dolezel ve Bartos 2005).

2.2.2. Cekirdek DNA Icerigi

“C” degeri olarak bilinen cekirdek DNA igerigi ilk kez Swift (1950) tarafindan
kromozom sayis1 ile meydana gelebilecek karigikliklar1 dnlemek amaciyla ortaya siirtilmiistiir
ve ¢ekirdek DNA igerigi tiirlere 6zgiidiir (Bennett ve Leitch 1995). ”C” degeri genotipin sahip
oldugu replike olmamis haploid kromozom takiminin igerdigi DNA miktarin1 ifade
etmektedir. Mitozun profaz sathasina girmis olan diploid (2n= 2x) bir ¢ekirdek ile DNA
replikasyonu halen baslamamis yani interfaz safhasinin basinda olan bir tetraploid (2n= 4x)
cekirdegin ikisi de ayn1 miktarlarda DNA igerirler. 1C degeri; herhangi bir genotipin replike
olmamis haploid (n) ¢ekirdegin veya DNA’s1 replike olmamis diploid (2n) ¢ekirdegin DNA
icerigidir. Cekirdek DNA igerigi pikogram (1 pg= 10™?) olarak ifade edilir Tuna 2014).

Tiirler arasindaki ¢ekirdek DNA igeriklerinde farkliliklar saptanmistir. Tiirler arasinda
cekirdek DNA igeriklerinin farkli olmasindan dolay1 ¢ekirdek DNA igeriginin bilinmesi

taksonomik calismalar ve evrim ¢alismalari i¢in dnemlidir (Price ve Bachman 1975, Ozkan ve
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ark. 2003). Fakat yapilan bazi arastirmalar sonucunda ¢ekirdek DNA iceriginin tiir diizeyinde
sabit olmadigini, baz1 tiirlere ait farkli gesit ve populasyolarin ¢ekirdek DNA igerikleri
arasinda farkliliklarin oldugunu gostermektedir (Cavallini ve ark. 1993; Graham ve ark. 1994;
Singh ve ark. 1996).

Cekirdek DNA igerigi belirlenirken ilk baslarda kimyasal analiz ve mikro densitometri
yontemleri kullanilirken gelisen teknolojiyle daha hizli ve daha hassas sonug¢ veren flow
sitometri analiz yontemi tercih edilmeye baslanmistir. Bennett ve Smith (1976, 1991)
yaptiklar1 ¢alismalarda DNA igerigi belirlenmis angiospermler arasinda yer alan tiirlerin
¢ekirdek 1C DNA igeriklerinin 0,2 pg (Arabidopsis thaliana) ile 127,4 pg (Fritillaria

assyriaca) arasinda degistigini ifade etmislerdir.

2.2.3. Standart Se¢imi

Bitkinin ¢ekirdek DNA icerigi mutlaka belirlemek istenirse, bu bitki ¢ekirdek DNA
icerigi bilinen bir standart bitki ile kiyaslanir. Standart bitki belirlenecegi zaman analiz
yapilacak bitki ile standart bitkinin piklerinin ¢akismamasina dikkat edilmelidir. Piklerin
cakismasini Onlemek icin kullanilan standardin ¢ekirdek DNA igerigi analizde kullanilan
bitkinin DNA igeriginden biiyiik ya da kiigiik olmalidir. Ayrica standart ile analizi yapilacak
ornek arasindaki ¢ekirdek DNA igeriginin arasindaki fark biiyiidiik¢e hata oraninin artmasi
hassasiyeti azaltacagindan aralarindaki farkin en az diizeyde olmasi tercih edilir. Eger
analizde standart kullanilacaksa, standart ile analizin yapilacag: bitkinin dokular1 ¢ekirdek

izolasyonun basinda karistirilarak boyamanin esit olmasi saglanmalidir (Tuna 2014).

2.3. Flow Sitometri Analiz Yontemi Kullanilarak Calisma Yapilan Odunsu Bitkiler

Tamura ve ark. (1995) tarafindan Trabzon hurmasi (Diospyros kaki L.) ile yapilan
arastirmada somatik melezleme sonucu ortaya c¢ikan siirgiinlerin flow sitometri analiz
yontemiyle cekirdek DNA igeriklerine bakilmasini amaglamis ve ebeveynlerden alinan
orneklerin %20’sinin ebeveyn hatlartyla ayni ¢iktiginin sonucuna varmiglardir.

Capparelli ve ark. (2004) Limon (Citrus limon) bitkisinin yerel gesitlerinin korunmasi
ve daha iyi hale getirilmesi i¢in bir ¢alisma yapmislardir. Flow sitometri analiz yontemiyle
limon bitkisinin DNA igeriklerini belirlemis ve kaydetmislerdir.

Yabani zeytin (Olea europaea L.) ve yabani zeytinin Portekiz ¢esitlerinde genom

boyutu ¢ekirdek DNA igerikleri flow sitometri analiz yontemiyle belirlenmesinin amaglandigi
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bir ¢alismada (Loureiro ve ark. 2006), elde edilen flow sitometri analiz sonuglarina gore
incelenen ¢esitler arasinda ¢ok diisiik bir varyasyon oldugu tespit etmislerdir.

Falistocco (2009) incir (Ficus carica L.) bitkisinin sitogenetigi hakkinda bilgi
edinmek ve gen kaynaklarini tanimlamak amaciyla yaptigi ¢calismada incirin triploid (3n = 39)
sitotiplerini bulmus, incir genetik arastirmalarmin 6nemi gdézlemlenmis ve sitogenetiginin
ekim yapildig alanlarda da degiskenlik gdsterdigini kaydetmistir.

Marum ve ark. (2009) tarafindan Sahil Camu (Pinus pinaster) bitkisinde somatik
embriyogenesis sonucu meydana gelen morfolojik degisimlerin flow sitometri analiz yoluyla
incelenmesi i¢in yapilan ¢alismada somatik embriyo ve somatik embriyogenezis ile iiretilen
fideler arasindaki cekirdek DNA igeriklerinde onemli bir farklilik tespit edilmediginin
sonucuna varmislardir.

6 farkli ispanyol asma (Vitis vinifera L.) ¢esidinde somatik embriyogenezis calismasi
sonucunda (Prado ve ark 2010) tetraploid asma ¢esidi elde etmek istenmis ve flow sitometri
analizleri sonucunda tetraploid asma gesidi tiretimi pek elde edilemezken en ¢ok mixoploid

asma c¢esidi tiretilmistir.

Ceren (2012) tarafindan altin ¢ilek (Physalis peruviana) bitkilerinin “Goldenberry”
¢esidi kullanilarak yapilan ¢alismada tohumlara ve fide donemindeki bitkilerin biiylime ucuna
farkl1 dozlarda kolhisin uygulamasi yapilmis ve farkli bekleme siirelerinde yaptig1 etkilerin
tespit edilmesi amaclanmistir. Ploidi seviyesinin belirlenmesi i¢in flow sitometri analizleri
yapilmustir. Yapilan flow sitometri analizleri sonucuna gore kolhisin uygulamasinin altin ¢ilek
bitkisinde kromozom sayisinda degisimlere neden olmadigini tespit etmis ve kolhisin

uygulamasinin sadece morfolojik varyasyona neden oldugu saptanmuistir.

Pimnar ve ark. (2015) ¢ekirdek DNA igerikleri ve SRAP belirtecleri dayali Tiirkiye'de
yetistirilen muz (Musa sp.) klonlar1 arasindaki genetik iliskileri arastirmak igin yapilmistir.
Tiirkiye'de yetistirilen “Erdemli” ve diger muz klonlar1 arasinda yiiksek diizeyde bir genetik
degisim gozlemlenmis ve Tiirkiye’deki "Erdemli" cesidinin en belirgin yerel klon oldugu
goriilmiistiir. Bu calisma, molekiiler belirteclerle birlikte ¢ekirdek DNA igeriginin analizinin,
muz klonlar1 arasindaki iliskileri degerlendirmek i¢in yararli olabilecegini géstermistir.

Cimen ve ark. (2016) cekirdeksiz yeni turuncgil cesitlerini gelistirmek amaciyla
Klemantin 22D mandarini, W. Murcott mandarini ve Moro kan portakali genotipleri
kullanilarak yaptiklar1 ¢aligmada, as1 kalemlerine kolhisin uygulamasiyla tetraploid bitki elde

etmeye calismiglardir. As1 kalemlerine farkli dozlarda ve siirelerde kolhisin uygulamasi
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gerceklestirmislerdir. Bitkilerden alinan yaprak drneklerinde flow sitometri analiz yontemiyle
ploidi analizi yapilmistir. Yapilan analiz sonucunda Klemantin 22D mandarinine uygulanan
as1 kalemine yapilan uygulama sonucu bir adet tetraploid bitki elde edilirken, W. Murcott

mandarini ve Moro kan portakali ¢esitlerinden mixoploid bitkiler elde edilmistir.

2.4. Flow Sitometri Analiz Yontemi Kullamlarak Calisma Yapilan Diger Bitkiler

Kubalakova ve ark. (2005), makarnalik bugday (Triticum turgidum) bitkisinin
kromozom siralanmasina yonelik ¢alismalar yapmis, bugday genomiklerinde kullanimina
yonelik potansiyelini olduk¢a genislettigi ve bu onemli iirliniin genomunu bir seferde tek bir
kromozom kolu seklinde siralama imkaninin 6niinii agtig1 belirtmisler.

Ekbig¢ (2005) yaptig1 ¢alismada, sakiz enginar (Cynara scolymus L.) ¢esidinin ara tip
ve yerli tip bitkiler arasindaki farkliliklar morfolojik, sitolojik ve molekiiler olarak
arastirilmistir. Yapilan aragtirmalar sonucu bitkilerin ploidi diizeyi ayni ¢ikmis fakat kok ucu
kromozom sayimlarina gore her ii¢ tipte de kromozom sayis1 bakimindan farklilik olmadigi ve
bunlarin diploid oldugu flow sitometri analizleri sonucu belirlenmistir.

Cekirdeksiz karpuz (Citrullus lanatus) iiretim materyali olan tetraploid karpuz bitkisi
elde etmek icin yapilan ¢alismada (Inan 2007) Crimson Sweet cesidi kullanilarak ikiser farkli
in vivo ve in vitro yontemin tetraploid bitki tiretimine etkisi arastirtlmistir. Yapilan ilk in vivo
yontemde 7 farkli dozda kolhisin ¢0zeltisi bitkinin biiylime ucuna uygulanmis, diger
yontemde ise serada biiyiiyen diploid karpuzlarm biiyiime ucu daldirilmustir. In vitro
denemelerde ise 4 farkli BA dozu igeren MS ortamlarinda kotiledonlardan rejeneresyon
saglanmis diger yontemde de diploid ¢eliklere 3 farli dozda kolhisin uygulamasi yapilmistir.
Yapilan uygulamalar sonucu en basarili uygulama 4mg/l BA iceren MS ortaminda
gerceklestigi ve katlama oraninin %60,4 oldugu tespit edilmistir. /n vivo uygulamalarda ise
katlama orant %5’de kalmis ve basart yeterli bulunmamistir. Elde edilen bitkilerin ploidi
seviyeleri flow sitometri analiz yontemi ile belirlenmis ayrica morfoloji ve sitolojik
gozlemlerden de faydalanilmistir.

Kaya (2010) yapmis oldugu calismada yonca (Medicago sativa subsp. Varia)
bitkisinin ploidi seviyesi ve DNA miktarlarinin belirlenmesini amaglamistir. Yoncanin 25
adet varyetesi temin edilmis ve ploidi seviyelerini belirlemek amaciyla her popiilasyondan 3
adet calisilmistir. Ploidi diizeyi bilinen diploid ve tetraploid iki yonca bitkisi standart olarak
kullanilmis ve diploid bitkinin floresan yogunluguna bakildiginda 186 nm’de pik yaptigi,
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tetraploid bitkinin ise 361 nm’de pik yaptig1 gézlemlenmistir. Yapilan analizler sonucu tiim
tiirlerin tetraploid oldugu tespit edilmis ve popiilasyon i¢i ploidi diizeyi varyasyonlarina
rastlamamistir. DNA miktarlarin1 belirlemek i¢in de DNA miktar1 daha onceden bilinen
domates (Solanum lycopersicum L.) bitkisi standart olarak kullanilmis ve yoncanin diploid
tirlerinde DNA miktarinin domatese hemen hemen esit oldugu goriiliirken tetraploidlerde ise
diploidlerin 1,7 kati1 olarak tespit edilmistir. Yapilan bu ¢aligmada ayni ploidi diizeyine sahip
alttiirler arasinda DNA miktar1 bakimindan farklar oldugu belirlenmistir.

Teykin (2011) yapmis oldugu calismada Parlak Brom (Bromus catharticus Vahl)
bitkisinin ¢ekirdek DNA igeriklerini flow sitometri analizleri ile belirlemek ve elde edilen
¢ekirdek DNA bilgisinden yararlanarak ploidi diizeyleri ile varsa tiir ve varyete karigikliklarin
saptanmasini amaglamistir. Cekirdek DNA analizi sonuglarina gore ¢alismada kullanilan 83
aksesyondan 2 tanesinin B. catharticus tiirline ait olmadigi, baska bir Bromus tiiriine ait
oldugu anlagilmistir. Cekirdek DNA igerigi bakimindan farklilik gosteren bitkilerin
kromozom sayilar1 2n=42 oldugu yani hexaploid oldugu belirlenmistir.

Berber ve ark. (2012) tarafindan yapilan c¢aligma iki amaca yonelik yapilmistir.
Birincisi kabuksuz ¢ekirdek kabaklarinda (Cucurbita pepo var. styriaca) isinlanmis polen
uyartimi yontemiyle haploid bitki elde etmek, ikincisi ise yapilan 151n tekniginde en uygun
151n dozunun bulmaktir. Calismada on bes tane genotip kullanilmig ve 50, 100, 150 Gray 1s1n
dozlarin1 denemislerdir. Calismadaki tim genotiplerden haploid bitki elde edilmis ve
kullanilan 1s1nlardan hepsi 1yi sonu¢ vermesine ragmen en iyi sonucu 150 Gray 151n dozundan
almislardir. 75 bitkiyi dis kosullara alistirmiglar ve bunlarin %42,6’sinin haploid, %57,3 iiniin
de diploid oldugunu belirlemisler. Bu ¢alismada indirekt yontemler kullanilmis flow sitometri
analiz yontemi kullanilmamugtir.

Orug (2012) kan portakallarina (Citrus sinensis Osbeck) ait 11 adet genotipin ¢igek
tozlarinin miktarlarini, canliliklarimi, in vitro ortamda ¢imlenme oranlarmin incelenmesi,
ayrica ‘Clementine’ ana ebeveyni ile kan portakali baba ebeveynine ait degisik genotiplerin
melezlenmesinden elde edilen meyve ve tohum tutumunu tespit edilmesini amaglamstir.
Ploidi analizleri flow sitometri analiz yoluyla 102 bitkiden 12’sinin tetraploid oldugunu, geri
kalanlarinin morfolojik olarak mezofil ebeveyne benzeyen diploidler oldugunu gostermistir.

Ozalp ve ark. (2012) asma 1slahi calismalarinda yeni cesitlerin gelistirilmesinde
cekirdeksizlik, tane biiyiikliigli ve yliksek kaliteyi amaglamislardir. Kromozom katlamasi

yontemiyle biiyiik taneli ¢cekirdekli ve ¢ekirdeksiz sofralik iiziim elde edilmistir.
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Yarali ve ark. (2013) yapmis olduklar1 ¢alismada Allium tiirlerinde haploid embriyo
elde etmeyi amaglamislardir. Allium tiirlerinde yapilan arastirmalarda 6n plana ¢ikan
gynogenezis teknikleri ile yumurta, yumurtalik veya ¢igek tomurcugunun in vitro kosullarda
kiltiire alinmasi ile haploid bitkiler basarili bir sekilde elde edilerek, 1slah ¢alismalar1 igin
gerekli saf hatlara daha kisa siirede ulasildigini bildirmislerdir.

Kaska (2013), yapmis oldugu calismada Allium tiirlerinden olan A. cepa, A.
ampeloprasum ve A. tuncelianum (Kollmann) tiirlerinde ¢igek tomurcugu yontemi
uygulayarak ginogenik ve somatik bitki elde edilmesini amaglamistir. iki y1l boyunca temel
besin ortamlar1 olarak BDS, MS ve B5 ile yapilan doku kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan
besin ortamlarina farkli konsantrasyonlarda bitki bliyliime diizenleyicileri ve sukroz eklenmis
sonu¢ olarak ginogenik ve somatik siirglin olusturma performanslarini incelemistir. Flow
sitometri analiz yontemiyle yapilan analizlerde A. cepa bitkilerinin genellikle haploid, elde
edilen sirglinlerin ise %81,63’linlin diploid oldugu, A. Ampeloprasum bitkisinin
¢ogunlugunun diploid oldugu elde edilen somatik siirglinlerinin ise higbirinde ploidi
degisikligi olmamistir. A. tuncelianum tiiriiniin ise esit miktarda haploid ve diploid ploidi
seviyesine sahip oldugu ve bu nedenle mixoploid (n+2n) oldugunu belirlemistir. Elde edilen
stirgiinlerinde ise diploid, kalluslarin ise tetraploid oldugu gozlemlenmistir.

Bahadirli (2014) Hatay ili c¢evresinde bulunan zengin Adacay1r (Salvia sp.)
popiilasyonunun genetik yapisint ortaya koymak, ekotipler arasindaki varyasyonlari
molekiiler diizeyde belirleyerek yaptigi calismada ileride yapilacak 1slah galigmalara temel
olusturmayr hedeflemistir. Flow sitometri analiz yontemiyle tiir ve alttiirlerin genom
biiyiikliilerini belirlemis, farkli lokasyonlardan temin edilen aym tiiriin bitki 6rnekleri arasinda
genetik farkliligin oldugunu gozlemlemis ve bu durumun segilen genotiplerin bulundugu
alanlarda tohumdan ¢ogaldiklariin bir gostergesi olarak kabul edildigini belirtmistir.

Giilcii (2016) yaptigi ¢alismada bazi kilgiksiz brom (Bromus inermis L.) tiirlerinin,
flow sitometri analiz yontemiyle c¢ekirdek DNA igerikleri, ploidi seviyesi ve kromozom
sayllarin1 belirlemeyi amaglamistir. Yapilan analizler sonucunda bitki tiirleri arasinda
cekirdek DNA igerikleri agisindan 6nemli farklar oldugunu belirlemistir. 48 kilgiksiz brom

tiiriinden 33 tiiriin tetraploid, 10 tiirlin oktaploid, 5 tiiriin ise dekaploid oldugu goriilmiistiir.

24



2.5. Cinsiyet Belirleme Amaciyla Yapilan Calismalar

Costich ve ark (1991), Latifolia Poiret (Caryophyllaceae) bitkisinde flow sitometri
analiz yontemi ile yapilan cinsiyet belirleme ¢alismalarinda erkek bitkilerin genomlarinin disi
bitkilere gore daha biiyiik oldugunu ve bunun yan1 sira erkek ve disi bitkilerin genomlarinda
AT/GC yapilarinda da farklilik gézlemlendigini belirtmistir.

Vagera ve ark. (1994) yaptiklar1 ¢alismada in vitro kosullarda Melandrium album
bitkisinin olgunlasmamis mikro sporlar1 kullanilarak androgenesis yapilmistir. /n vitro
kosullarda da stiper erkek (supermales) x normal disi bitkilerle ¢aprazlandirilmis ve bu
melezleme sonucu sadece disi bitkiler elde edilmistir. Bu ¢aligmada ploidi seviyesi ve cinsiyet

tayinin yapilmasi i¢in flow sitometri analiz yontemi kullanilmistir.

Dolezel ve G6hde (1995) dioik bitki olan Melandrium album ve M.rubrum bitkilerinin
cekirdek DNA igeriklerini analiz etmek igin flow sitometri analiz yontemini kullanmislardir.
Yaprak dokularinin kesilip hiicrelerine zarar verilmeden pargalanmasi sonucu izole edilen
cekirdegin Gy piklerinin degisim katsayilari (%0,53-0,70) olarak belirlenmistir. Elde edilen
sonuclara gore ayni histogramda disi ve erkek bireylere ait pikler ayr1 ayri ayirt edilmis ve
disilerin ¢ekirdek DNA igerikleri erkeklere gore daha diisiik ¢ikmistir. Sonug olarak
heterogametik dioik bitkilerde erken safhalarda cinsiyet analizinin yapilabileceginin kanisina

varmiglardir.

Aytirk (2010) dioik bir bitki olan defne bitkisinde esey belirlenmesi, c¢icek
tomurcugunun farklilasmasinin belirlenmesi ve gelisiminin saptanmasini amaglamistir. Disi
ve erkek cigeklerin gelisim evrelerini belirlemis ve bunlar arasinda ki goriilebilir farkliliklar

saptamak i¢in ¢icek taslaklarini ince esit analizleri kullanilarak kiyaslamistir.

Cornejo ve ark. (2012) dioik bir bitki olan Chamaedorea palmiye tiiriinde yaptiklari
calismada dort tane Chamaedorea tiiriiniin DNA igerigini flow sitometri analiz yontemi ile
analiz etmislerdir. Cekirdek DNA igeriginin %90’min  Go/G; evresindeki yaprak
cekirdeklerinde oldugunu belirtmisler ve 4C’den yiiksek DNA igerigine sahip ¢ekirdeklerin
tespit edilmedigini belirtmiglerdir. Bu da Chamaedorea palmiye tiiriinde endopoliploidi
olmadigini ve dort tiiriin de diploid oldugunu géstermistir. Chamaedorea palmiye tiirtinde ilk
defa yapilan bu calismada tiirler arasindaki DNA igerigi analizleri goz Oniine alindiginda

erkek ve disi bitkiler arasinda 6nemli bir fark gézlemlenmemistir.
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Rath ve ark. (1996) yaptiklar1 ¢aligmada in vivo kosullarda olgunlagsmis domuz
oositlerini in vitro kosullarda X ve Y kromozomlu spermlerle dollemisler ve flow sitometri
analiz yontemiyle ¢ekirdek DNA igeriklerine bakmuslardir. /n vitro sartlarda yapilan embriyo
transferinde embriyonun yeterliligi gergeklesen gebeliklerle tespit edilmistir. Spermatozoolar
isaretlenmis ve flow sitometri cihaziyla ayrilmigtir. Yapilan analizler sonucunda X
spermatozoosi i¢in saflik orant %92 olarak belirlenirken, Y icin saflik yiizdesi %83 olarak

belirlenmistir.

Cavallo ve ark. (1997) yaptiklar1 ¢aligsmada, monomorfik bir kus olan Misir Akbabasi
(Neophron percnopterus)'nin kan 6rneklerinden genom boyutunu ve cinsiyetini flow sitometri
analiz yontemini kullanarak tespit etmislerdir.  Bu c¢alismada homogametik erkekle
heterogametik disinin ¢ekirdek DNA igerikleri karsilagtirilmig ve erkeklerin ¢ekirdek DNA
iceriginin disilere oranla ortalama %5,6 daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Flow sitometri
analiz sonuglarini dogrulamak igin karyotipik analizi yapmislar ve hem flow sitometri hem de

sitogenetik analizlerle ¢ikan sonuglar ayni esdegerde ¢ikmastir.

Birgok kus tiiriinde cinsiyet analizi yapmak icin miidahale olmadan analizleri
gerceklestirmek gereklidir. Bu dogrultuda Gucco ve ark. (1997) yapmis olduklar1 ¢alismada,
Kuzey italya’daki Moorhen (Gallinula chloropus) cinslerine flow sitometri ile cinsiyet analizi
yapmuglardir. Alman kan oOrneklerinden DNA igeriklerinin net ve tekrarlanabilir olmasi
saglanmistir. Erkek ve disi Morheen cinsleri arasinda ¢ekirdek DNA igerigi bakimindan
farklar bulunmustur. Yavru morheen cinsleri analizlerden hari¢ tutuldugunda yapilan flow

sitometri analizlerinde kuslarin %90’1nda cinsel ayrimi1 basari ile gergeklestirmislerdir.

Kulugka gelisim donemindeki cinsiyet oran1 varyasyonlarinin haplodiploid boceklerde
cinsiyet dagilimi arastirmasi icin dnemli etkilere sahip oldugunu belirten Aron ve ark. (2003)
yilinda yavru karmcalarda yavru cinsiyetini belirleme amaciyla karincalarda cinsiyet analizi
caligmast yapmuglardir. Linepithema humile tiiriinde haploid erkekleri diploid disilerden
ayirmak igin flow sitometri analiz yontemini kullanmiglardir. Yapilan analiz sonuglarina gére
karincalarda larva asamasindan itibaren flow sitometri yontemi cinsiyet ayriminda olumlu
sonuglar vermistir. Ayrica Aron ve ark. (2003) yaptiklart bu g¢alismayla zar kanatlilar

(Hymenoptera) tiirlerinde de cinsiyet analizi yapilabilecegini belirtmiglerdir.

Esek arilari, karincalar ve arilar da cinsiyet tayininde kullanilan komplementer sistem

ortaktir. Bu bilgiden yola ¢ikarak Barcenas ve ark. (2008) yilinda yaptiklar1 calismada Esek
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arisinin  (Cactolaccus grandis) erkek ve disilerinin genom boyutunun belirlenmesini
amaglamiglar ve flow sitometri analiz yontemini kullanmiglardir. Haploid ve diploid
erkeklerle disi esek arilari isaretlenmistir. Elde edilen sonuglara gore 314 erkek esek arisinin

higbiri diploid ¢ikmamuistir.

Tavuk kirmizi kan hiicreleri ¢ekirdek DNA iceriklerinin analizi i¢in standart olarak
kullanilmaktadir. Bu bilgiyle Andreia ve ark. (2010)’larinin yapmis olduklart bu ¢alismada ki
amaglar1 Gallus gallus domesticus tiirlerinin ¢ekirdeginde erkek (ZZ) ve disi (ZW)
kromozomlar1 arasinda ki DNA igerik farklarmin flow sitometri analiz yontemiyle ayirt edilip
edilmeyecegini saptamaktir. Kromozomlar feulgen boya ile boyanip isaretlenmis ve analiz
edilmistir. Yapilan flow sitometri analiz sonuglarina gore Z cinsiyet kromozomunun W
cinsiyet kromozomuna oranla ¢ekirdek DNA igeriginin yaklasik iki kat (0,99 pg) daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Bu sonugla Gallus gallus domesticus arasinda ZZ/ZW ¢ekirdek DNA

icerigi bakimindan farklilik oldugu flow sitometri analiz yontemiyle ayirt edilmistir.

Demirci (2014), yapmis oldugu derlemede boga spermlerinde cinsiyet belirlenmesinde
yapilan ¢aligmalar1 giincellestirmeyi amacglamistir. Boga spermlerinde cinsiyetin belirlenmesi
flow sitometri analiz yontemiyle yeterince basarili bir sekilde gergeklestirilmektedir. Flow
sitometri cihazi yiiksek derecede saflikla spermler arasinda ki ¢ekirdek DNA igeriklerinin %3-
4’liik farkini ortaya ¢ikarttigi gibi %90 daha saf sekilde ayrilmasini saglar. Bu sistemle %85-
95 dogruluk orani saptanmis ve bu sonuglara gore yapilan yaklasik 7000 buzagilama ile elde

edilen disi buzagilarin cinsiyet oraninda %89 basar1 gerceklestirilmistir.

3. MATERYAL ve METOD

3.1. Bitkisel Materyal

Bu tez ¢alismasinda bitki materyali olarak Canakkale, Istanbul, Tekirdag ve Antalya
illerinde dogal yayilis gosteren defne agaglarindan toplanan yapraklar kullanilmistir. 4 farkli
ilden toplanan defne yapraklarinin toplandiklart cografi bolgeler 6zellikleri ve toplanma
bi¢imleriyle beraber ¢izelge 3.1 ve Sekil 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan defne yapraklarinin toplandiklar sehirler ve 6rnek genisligi

Alman Ornek Genisligi

Ornek Alinan Sehirler Enlem Boylam —
Disi ERKEK
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Canakkale/ Halk Bahgesi | 40009'04.0”N | 26°24'20.9”E 22 27
Tekirdag/ Degirmenalti | 40059'07.2"N | 37°35'06.3"E 10 15
Istanbul/ Giingdren | 41900'59.5"N | 28°52'02.5”E 8 2
Antalya/ Muratpasa | 36052'06.2"N | 30°43'08.4"E 10 6
TOPLAM 50 50
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Sekil 3.1. Materyallerin toplandigi sehirlerin harita {izerinde gosterimi (Anonim 2017b)
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Sekil 3.2. Defne (Laurus nobilis L.) yapraklarinin dogal kosullarda toplanmasi

3.2. Materyallerin Eldesi ve Saklama Kosullar:

Materyallerin koyulacagi petri kabina sigacak biiyiikliikte iki tabaka filtre kagidi
kesilmistir. Kagitlardan bir tanesi petri kabi igerisine yerlestirilmis ve su ile 1slatilmis,
1slatilmis olan filtre kagidi lizerine alinan yaprak dokusu diizgiin ve katlanmayacak bir sekilde
yerlestirilmistir. Daha sonra yapragin iizerine ikinci filtre kagidi yerlestirilmis ve 1slatilmigtir.
Suyun fazlasi dokularda cilirlimeye sebep olabileceginden su miktarinin ¢ok olmamasina
dikkat edilerek fazlasi dokiilmiistiir. En son etiketleme yapmak i¢in petri kabinin igerisine
kursun kalem ile yazilmis bir etiket birakilmis ve tasima sirasinda dokiilmeleri engellemek
i¢in petri kaplar1 bantlanmustir.

Daha sonra 1s1 ge¢irmez kutunun igerisine buz kalibi koyularak kutunun agzi
bantlanmis ve tasinma islemi gergeklestirilmistir (Sekil 3.3). Yapraklarin analiz edilecegi yere
transferinden sonra analiz ger¢eklesene kadar buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edilmis ve
analiz sonuglar1 alinana kadar yapraklarda doku giirlimesini engellemek amaciyla filtre

kagitlarindaki su miktar1 her giin kontrol edilmistir.
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Sekil 3.3. Orneklerin tasindig1 képiik kutu ve buz akiileri

3.3. Flow Sitometri ile Cekirdek DNA Analizi icin Orneklerin Hazirlanmasi

Bu calisma, defne bitkisinde cinsiyetin erken donemde belirlenebilmesi i¢in in
vivo kosullarda saglikli ve geng bitkilerden elde edilen taze yaprak dokular1 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Yaprak orneklerinin ¢ekirdek DNA igerikleri Arumuganathan ve
Earle (1991) tarafindan tanimlanan metot kullanilarak belirlenmistir. Bu ¢alisma Namik
Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii, Bitki Genetigi ve
Sitogenetigi Laboratuvari’'nda bulunan PARTEC marka flow sitometri cihazi ile
yapilmistir ve yapilan g¢ekirdek DNA igerigi analizlerinde PARTEC firmasinin hazir
kitleri kullanilmustir.

Calismada bitkilerin yaprak dokularindan ¢ekirdek izolasyonu yapilarak
Arumuganathan ve Earle (1991) tarafindan bitki Orneklerinde ¢ekirdek DNA

iceriklerinin belirlenmesinde kullanilacak protokol uygulanmaistir.

Analizlerde defne yaprak dokulart i¢in 10,65 pg DNA’ya sahip arpa (Hordeum
vulgare L.) bitkisi standart olarak kullanilmistir.

Cekirdek Izolasyonu igin Protokol

e [n vivo kosullarda alian defne yaprak dokulari ve standart olarak kullanilan arpa
bitkisinin yaprak dokular1 1:1,5 oraninda alinmis ve bitki dokular1 petri kabina

yerlestirilmistir.
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e Petri kabina 1 ml A stok soliisyonundan (Cizelge 3.2)* ilave edilmis ve bitki
dokular1 soliisyon igerisinde jilet yardimiyla ¢ok kiigiik pargalara ayrilana kadar
parcalanmastir.

e Elde edilen soliisyon, iizerinde 30-33 um filtre bulunan mikro santrifiij tliplerine
transfer edilerek filtre edilmistir.

e Mikro santrifiij tiipii dibinde olusan tortu 400 pl B soliisyonu (Cizelge 3.2)*

igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve drnekler 37°C de 15 dakika inkiibe edilmistir.

e Ornekler flow sitometri cihazi ile analiz edilmis ve sonuglar hesaplanmistir.

Sekil 3.4. Orneklerin flow sitometri analizine hazirlanmasi

Cizelge 3.2. Flow sitometri analizinde kullanilan soliisyonlar

*A soliisyon icerigi *B soliisyon i¢erigi
20 ml MgSO, buffer, 5 ml solusyon A

20 mg Dithiothreitol, 10 ul RNAse

500 ul DAPIT stok, DNAse free

550 pl TritonX-100
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3.3.1. Flow Sitometri ile DNA Analizi ve Cekirdek DNA I¢eriginin Olgiilmesi

Cekirdek DNA igerigi “C” degeri olarak bilinir. “C” terimi ilk kez Swift (1950)
tarafindan kromozom sayisi ile meydana gelebilecek karisikliklar1 6nlemek amaciyla ortaya
striilmiistiir. Cekirdek DNA igerigi tiirlere 6zglidiir (Bennett ve Leitch 1995). Herhangi bir
”C” degeri genotipin sahip oldugu replike olmamis haploid kromozom takiminin igerdigi
DNA miktarini ifade etmektedir.

Ornek hazirlanirken uygulanan prosediir sonucunda bitkinin yaprak dokusunda ki
hiicrelerde mekanik olarak par¢alanma meydana gelir ve hiicre ¢ekirdekleri serbest hale gecer.
Cekirdeklerin serbest kalmasini saglayan ve deterjan olarak kullanilan extraction buffer
¢ekirdeklerin zarlari tizerinde agikliklar olusturur. Bu agikliklardan boyama soliisyonu olarak
iceri giren floresan boya (DAPI) niikleik asitlere baglanir. Cekirdek DNA igerigi ne kadar ise
acikliklardan gegen ve niikleik asitlere baglanan DAPI miktar1 dogru orantilidir (Tuna 2012).

Flow sitometri cihazi ile ¢ekirdek DNA analizi yapilirken analizin hassas olmasi i¢in
histogram iizerinde olusan pikler olabildigince ince ve uzun olmali, sonucun ¢ikmasi igin
piklerin iist liste gelmemesi gerekmektedir. Ayni zamanda CV olarak adlandirilan varyasyon
katsayisina bakilarak sonuglarin daha giivenli olmasi saglanir. CV degerinin %3’iin altinda
olmasi veya bazi tiirlerde %5 e kadar ¢ikmas1 6rnegin kabul edilebilirlik diizeyini gosterir

(Dolezel ve Bartos 2005).

Ornegin mutlak DNA igerigi; O6rnek ile standart olarak kullanilan 6rnegin Gl
piklerinin floresan yogunluklarina ait degerler kullanilarak pikogram (1pg = 10 -12 g) olarak
hesaplanir (Savas Tuna 2014).

Cekirdek DNA igeriginin hesaplanmasinda kullanilan formiil asagida belirtilmistir (4.1);

DNA miktari bilinmeyen tire ait
florasan yogunlugu
(G1 pikinin degeri)
Standarda ait
ornegin florasan yogunlugu
(G1 pikinin degerti)

Cekirdek DNA miktar: =

X standardin DNA icerigi
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100

Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 27.95 403 3242 37.81 0.42
2 4.921 137.52 425 3420 186 0.42
3 6633 185.36 415 3338 179 0.42
80
60 - ey Defne (Laurus nobilis L.)

counts

==} Arpa (Hordeum vulgare L.)
40 1

FL1 UVLED

Sekil 3.5. Defne ve arpa bitkisine ait G1 pik degerleri

204 -
T T T T T
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3.4. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Defne bitkisine ait ¢ekirdek DNA igerik miktarlarinin istatistiksel analizi 3 tekerriirli
olarak yapilmistir. Calismada elde edilen veriler bilgisayarda IBM SPSS Statistics 22
programinda bagimsiz gruplar i¢in t testi uygulanmistir. Yapilan analizler sonucu elde edilen

veriler kullanilarak dioik bitki olan defnenin erkek ve disi bitkisi birbirinden ayrilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Defne Bitkisinin DNA I¢erigi

Bu tez ¢alismasinda Tiirkiye’deki dort cografik bolgeden farkli 100 adet defne bitkisinden
yaprak ornegi toplanmistir. Toplanan 100 adet defne yaprak 6rneginin 83’iinde ¢ekirdek DNA
icerik miktar analizi yapilmis ve sonuglari Cizelge 4.1.’de verilmistir. 17 adet bitkinin
yapraklar1 analize uygun donemde olmadigi i¢in ¢ekirdek DNA igerik analizi yapilamamistir.
Elde edilen sonuglara gore erkek defne bitkilerinin DNA icerik miktarlar1 7,74-8,34 pg ve disi
defne bitkilerinin DNA igerik miktarlar1 ise 7,61-8,13 pg arasinda degisim gostermistir.
Analizler sonucu elde edilen erkek ve disi defne bitkilerinin flow sitometri histogramlar1 Sekil

4.1 ve 4.2°de gosterilmektedir.

100

Peak Index Mean Area Area% CV% ChiSqu.
1 1000 17.38 241 1730 2567 03

2 6.809 118.36 417 2003 334 0.31

3 9.662 167.95 735 5277 295 0.31

80 A

60+

counts

40 4

204 |

Sekil 4.1. Canakkale’den toplanan disi defne (Laurus nobilis L.) ve standart olarak kullanilan
arpa (Hordeum vulgare L.) bitkilerinin G1 piklerine ait analiz degerleri

Yapilan hesaplamalar sonucunda disi defne (Laurus nobilis L.)’ye ait bitkilerin

cekirdek DNA igerigi asagidaki formiile gore (4.2);

DNA miktart bilinmeyen tiire ait
florasan yogunlugu
(G1 pikinin degeri)
Standarda ait
ornegin florasan yogunlugu
(G1 pikinin degeri)

Cekirdek DNA miktart = X standardin DNA igerigi
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Disi bitki cekirdek DNA icerigi= (118,36 / 167,95) x 10.65 = 7,51 pg’dir.

100

Peak Index Mean Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 17.07 165 1986 2504 020
2 7631 13022 306 3683 1.88 0.20
3 10.160 173.38 360 4331 1.99 0.20
80
60
8
c
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o
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Sekil 4.2. Canakkale’den toplanan erkek defne (Laurus nobilis L.) ve standart olarak
kullanilan arpa (Hordeum vulgare) bitkilerinin G1 piklerine ait analiz degerleri

Erkek defne (Laurus nobilis L.)’ye ait bitkilerin ¢ekirdek DNA igerigi ise yukarida

verilen formiile gore;

Erkek bitki gekirdek DNA igerigi= (130,22 / 173,39) x 10,65 = 7,99 pg’dir.

Cizelge 4.2. Erkek ve Disi defne bitkilerinin DNA igerik miktar diizeylerinin karsilagtirilmasi
icin yapilan bagimsiz gruplar i¢in t testi analiz sonuglart;

N X SS Sd
Cinsiyet  (Ornek (Standart ~ (Serbestlik 't P
(Ortalama) )
Genisligi) Sapma) Derecesi)
Disi 40 7,8498 0, 10560 81 -3,833 ,000*
Erkek 43 7,9544 0, 13948

*p<0,05

Disi ve erkek bitkilerinin ¢ekirdek DNA igeriklerinin karsilastirmasi i¢in yapilan
bagimsiz gruplar t testi sonucuna gore disi bitkilerin ¢ekirdek DNA icerigi 7,84+0,10 pg ve
erkek bitkilerin ¢ekirdek DNA igerigi 7,95+0,13 pg olarak belirlenmistir. Bu sonuca gore disi
ve erkek bitkilerin ortalama DNA igerikleri arasinda 0.05 diizeyde farklilik gorilmiistiir.
Erkek ve disi bitki ¢ekirdek DNA igeriklerinde 0,11 pg fark belirlenerek erkek bitkilerin
cekirdek DNA igeriklerinin disi bitkilere gore daha ytiksek oldugu gézlemlenmistir
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5. TARTISMA

Cekirdek DNA igerik belirleme c¢aligmalart bitkilerde genel olarak farkli tiirlerin
genomik karakterizasyonu ve evrimlerinin incelenmesinde kullanilmaktadir. Vicia (Chooi,
1971), Brassicae (Verma ve Rees, 1974), Solanaceae (Narayan, 1987) Papaver (Srivastava ve
Lavania, 1991), Festuca (Ceccarelli ve ark. 1992), Hydrangea (Cerbah ve ark. 2001) ve
Bromus (Tuna ve ark. 2001) gibi cinslerde de basariyla kullanilmistir. Ohri ve ark. (1998)
calismalarinda bir cins igerisinde ayn1 kromozom sayisina sahip ¢ok sayida tiiriin bulundugu
durumlarda; tiirler arasindaki cekirdek DNA icerigi farkliliklarinin tiirlerin teshisi ve

siniflandirilmalarinda kullanmislardir.

Gecmis yillarda bitkilerde ¢ekirdek DNA miktarlarinin  belirlenmesinde mikro
spektrofotometri yontemi kullanilirken (Bennett ve Smith 1976), son yillarda kolayligi, hiz
ve giivenilirliginden dolay1 flow sitometri analiz yontemi, ¢ekirdek DNA igerigini belirlemede

tercih edilen bir metot olmustur (Rayburn ve ark. 1989; Heslop ve Harrison, 1995)

Bu tez calismasinda, Tiirkiye’nin 4 farkli cografi bolgesinden toplanan erkek ve disi
defne bitkisinin taze yaprak ornekleri kullanilarak cekirdek izolasyonu Arumunagathan ve
Earle (1991) tarafindan kullanilan yontem kullanilarak yapilmistir. Benzer sekilde Tuna ve
ark. (2001), arastirmalarinda Bromegrass bitkisinde ayni yontemi kullanarak basarili bir
sekilde c¢ekirdek izolasyonu yapmislardir ve Savas Tuna doktora tez c¢alismasinda
Brachypodium distachyon‘un ¢ekirdek DNA igeriklerini belirlemek i¢in ¢ekirdek
izolasyonunu Arumunagathan ve Earle (1991) tarafindan kullanilan yontem kullanarak

yapmigtir.

Tez caligmasi kapsaminda defne yapraklarindan izole edilen DNA ¢ekirdeklerin
iceriklerini belirlemek i¢in flow sitometri analiz yontemi kullanilmistir. Ayn1 sekilde Smarda
ve ark. (2008), 101 Festuca taksonu ve 14 yakin akrabasinin ¢ekirdek DNA igeriklerini flow
sitometri analiz yontemi kullanarak belirlemislerdir. Flow sitometri analiz yontemi ile yapilan
benzer galismalarda Tamura ve ark (1995) Trabzon hurmasinin (Diospyros kaki L.) flow
sitometri yontemiyle ¢ekirdek DNA iceriklerine bakmislar ve ebeveynlerle ayni hatlara sahip
olup olmadiklarini incelemislerdir. Buna benzer olarak Loureiro ve ark (2006), yabani

zeytinin (Olea europaea L.) genom boyutunu ¢ekirdek DNA igeriklerini flow sitometri analiz
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yontemiyle belirlemislerdir. Ayni sekilde Capparelli ve ark (2004), limon (Citrus limon)’un
yerel gesitlerini korumak ve daha iyi hale getirmek igin limon bitkisinin ¢ekirdek DNA

i¢eriklerini belirlemislerdir.

Bu tez c¢alismasinda flow sitometri analiz yontemi basarili bir sekilde cinsiyet
belirlemek i¢in kullanilirken baz1 ¢alismalarda farkli amaglarla kullanilmistir 6rnek olarak tiir
belirleme, genetik varyasyonun olup olmadigi veya bitkilerde ki ploidi diizeyini belirlemek
icin kullanilmistir. Bu ¢aligmalara istinaden Kaya (2010), yonca (Medicago sativa subsp.
Varia) bitkisinde ploidi seviyesi ve ¢ekirdek DNA igerilerinin belirlenmesi i¢in yoncanin 25
varyetesini kullanmis, ploidi diizeyi bilinen diploid ve tetraploid 2 yonca bitkisini standart
olarak se¢mistir. Standart bitkilerin floresan yogunluklarina bakildiginda diploid bitki 186
nm’de pik yaparken, tetraploid bitkinin 361 nm’de pik yaptigi gorilmiistiir. Yaptig1 flow
sitometri analiz sonuglarina gore tiim tiirlerin tetraploid oldugunu belirlemistir. Benzer bir
caligmada ise Ceren (2012) altin ¢ilek (Physalis peruviana L.) bitkilerinde tohumlara ve fide
donemindeki bitkilere farklt dozlarda kolhisin uygulamasi yaparak ploidi seviyesinin
belirlenmesi i¢in flow sitometri analizleri yapmistir. Teykin (2011) c¢alismasinda Bromus
catharticus Vahl aksesyonlariin ¢ekirdek DNA igeriklerini belirlemistir ve 83 aksesyondan 2
tanesinin B. catharticus kompleksi igerisinde yer alan taksonlardan (alt tiir veya varyete)
olmayip, baska bir Bromus tiirline ait oldugunu agiklamistir. Cekirdek DNA analizi
sonuglarina gére B. catharticus kompleksinin biiyiik bir taksonomik ¢esitlilige sahip oldugunu

aciklamistir.

Defne bitkisinde yapilan calismalar genellikle; yapraklarda ugucu yag oraninin
belirlenmesi, bitkinin icerdigi kimyasal bilesenlerinin saptanmasi, kalite 06zelliklerinin

incelenmesi ve uygun yetistirme tekniklerinin bulunmasi seklinde oldugu gézlemlenmistir

Tez ¢alismasinda defne bitkisinde yapilan analizler 3 tekerriir halinde toplanan geng
ve taze defne yapraklarinda yapilmistir. Buna paralel olarak, Goker ve ark. (1983), farkli
bolgelerden topladiklar1 defne yapraklari iizerinde kaliteyi etkileyen faktorleri aragtirmus,
yaptig1 arastirmalar sonucunda bitki cesidi, yetistigi yer, bitkiye yapilan uygulamalar,
depolanma sekli gibi faktorlerin yapraklarda kaliteyi etkiledigini belirtmislerdir. Benzer
olarak defne yaprak kalitesinin bitkisel boyacilik alaninda kullanimini incelemek ve farkl
kaynatma siirelerinde elde edilen renk degisimlerini incelemek amaciyla Olmez (2004)

yaptig1 calismada farkli kimyasallarla yesil, kahverengi ve kizil gibi renkler elde etmis ve
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yapraklara kaynatma yontemi uygulandik¢a renklerde koyulagmanin oldugunu saptamistir.
Yapraklarla yapilan bagka bir ¢calismaya bakildiginda ise, Atalay (2009) defne yapraklarinin
yonca silaj yapiminda kullanilip kullanilmadigin1 incelemis, defne yapragi ve melas
karistminin  karbonhidrat bakimindan zengin yonca silaji yapimina uygun oldugunu
belirtmistir. Benzer sekilde yapraklar {izerinden yapilan arastirmalarda Sar1 ve ark. (2010)
defne bitkisinde ugucu yag oranlari arasinda ki varyasyonu belirlemeye yonelik yaptigi
caligmada ugucu yag oraninin %2,80-3,40 arasinda degistigini, ugucu yagin ana bileseninin
eucliptol oldugunu belirlemistir. Fakat yapilan baska bir ugucu yag calismasinda Karik ve ark
(2015) Tiirkiye’deki defne bitkilerinde ugucu yag bilesenlerini belirlemek amaciyla farkli
lokasyonlardan defne yapragi toplamis ve kurutmuslar, yaglar su distilasyonu ile ¢ikarilmistir.
Kuru yapraklarda ugucu yag oraninin %0,4- 4,5 arasinda degistigini ve ana bilesenin 1,8-
cineole oldugunu tespit etmislerdir. Defnenin genetik farkliliklarint RAPD molekiiler yontem
ile belirlemek isteyen Kavakli (2012), ilkbahar baglangicinda farkli bolgelerden yaprak 6rnegi
toplamigtir. DNA izolasyonu, PCR- RAPD uygulamalar1 ile agaroz jel elektroforezi
yapmistir.

5.1. Dioik Bitkilerde Flow Sitometri Yontemi ile Cinsiyet Belirlenmesi

Defne bitkisinde yapilan literatiir taramalar1 incelendigi zaman farkli arastirmacilar
tarafindan bitkinin yapraklarindan, ¢eliklerinden, ¢igek ve meyvelerinden farkli aragtirmalarin

yapildig1 goriilmiistiir ancak bu bitkide cinsiyet belirleme calismalarina rastlanmamaistir.

Cicek acgan bitkilerin biiylik bir kism1 hermafrodit olmasinin yani sira eger erkek ve
disi c¢igekler farkli bitkilerde bulunuyorsa bu bitkilere dioik (iki evcikli) bitkiler
denilmektedir. Dioik bitkilerin genelinde gelisimin ilk asamasinda, fenotipik olarak cinsiyet
tayini yapilamaz ve erken cinsiyet aymrimi i¢in genelde genotipik olarak teshisler
yapilabilmektedir. Defne gibi dioik olan bitkilerde gelismelerinin basinda cinsiyet
belirlenmesi ve amaca uygun fidan yetistirebilmek olduk¢a Onemlidir. Yapilan tez
calismasinda erkek ve disi bitkilerin DNA igerigi belirlenerek standart olusturulmustur buna
benzer sekilde Tirkiye’de defne bitkisinde esey tayininde yapilmis bir ¢alisma mevcuttur.
2010 yilinda yiiksek lisans tezi olarak yapilmis bu ¢alismay1; Aytiirk (2010) dioik bir bitki
olan defne bitkisinde esey belirlenmesi, ¢igek tomurcugunun farklilasmasinin belirlenmesi ve
gelisimin saptanmasi amaciyla, bitkinin gelisim evrelerini belirlemis ve bunlar arasindaki

farkliliklar1 saptamak i¢in ¢icek taslaklarini ince esit analizleri kullanilarak kiyaslamistir.
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Flow sitometri analiz yontemi kullanilarak dioik bitki olan defne bitkisinin yaprak
orneklerinde cinsiyet belirleme calismalar1 basarili bir sekilde yapilmistir. Elde edilen
sonuglara gore erkek bitkilerin ¢ekirdek DNA igerikleri ortalama 7,74-8,34pg ve disi
bitkilerin ¢ekirdek DNA igeriklerinin ise ortalama 7,61-8,13 pg arasinda degisim gosterdigi
gbzlemlenmistir. Buna benzer bir sekilde Dolezel ve Gohde (1995), iki farkli ¢esit ¢coven otu
(M. album ve M. rubrum) bitkisinin geng¢ yapraklarini kullanarak yiliksek ¢oziiniirlikli flow
sitometri analiz yontemi ile cinsiyet tayini yapmuslardir. Bu ¢alismada disi bitkilerin
hiicrelerinin ¢ekirdek DNA igerigi erkek bitki hiicresininkinden daha disiik diizeyde
bulunmustur. Erkek ve disi bitkilerin ¢cekirdek DNA igeriklerinde % 3,7 oraninda bir farklilik
goriilmustiir. Baska bir ¢alismada ise Agropyron tiirleri arasinda 2C ¢ekirdek DNA igeriginin
13,19-26,39 pg araliginda degistigi saptanmistir (Vogel ve ark. 1999). Benzer bir ¢alismada
ise, Costich ve ark. (1991), Latifolia Poiret (Caryophyllaceae) bitkisinde flow sitometri analiz
yontemi ile yapilan cinsiyet belirleme ¢alismalarinda erkek bitkilerin genomlarinin disi
bitkilere nazaran daha biiyiikk oldugunu ve bunun yami sira erkek ve disi bitkilerin
genomlarinda AT/GC degerinde de farkliliklar gozlemlendigi bildirmislerdir. Diger taraftan
Vagera ve ark. (1994)’larmin ¢alismasinda in vitro kosullarda M. album bitkisinin
olgunlasmamis mikro sporlar1 kullamlarak androgenesis yapilmistir. /n vitro kosullarinda
stiper erkek (supermales) x normal disi bitkilerle caprazlandirilmis ve bu melezleme sonucu
sadece disi bitkiler elde edilmistir. Bu ¢alismada ploidi seviyesi ve cinsiyet tayinin yapilmasi
icin flow sitometri analiz yontemi kullanilmistir. Dioik bitkilerde yapilan baska bir cinsiyet
analizi ¢alismasi ise Cornejo ve ark (2012), tarafindan dort Chamaedorea palmiye tiiriinde
erkek ve disi bitkiler arasinda ¢gekirdek DNA igerigi bakimindan 6nemli bir fark olup olmadig1
yoniinde bir ¢aligma yapilmistir. Chamaedorea palmiye tiirlerinde endopoliploidi olmadigi ve
dort tiirinde diploid oldugunu saptamislardir. Chamaedorea palmiye tiiriinde ilk defa yapilan
cinsiyet analizleri sonucunda erkek ve disi bireyler arasinda o6nemli bir fark

gozlemlenmemistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak odun dis1 orman iirlinleri, her iilkede oldugu gibi Tiirkiye i¢in de milli bir
servettir. Tiirkiye glinlimiizde, defne yapragi iiretici ve tedarik¢isi olmasina ragmen; ihrag
edilen defne tohumu ve/veya yapraklarinin %90’1 dogadan toplanmaktadir. Bu tedarik
yonteminin Oniine gegmek i¢in bu tiir bitkilerde farkli amaca uygun bir sekilde kitlesel {iretim
teknolojilerinin gelistirilmesi énemlidir. Ornegin; defne yaprag1 veya defne yag1 elde etmek
icin genelde disi bitki tercih edilmekte veya siis bitkisi olarak peyzaj calismalarinda bitkilere
sekil vermenin daha kolay olmasi agisindan erkek bitkilerin yetistirilmesi, daha avantajh

olmaktadir.

Bu tez calismasinda flow sitometri analiz yontemi kullanilarak dioik bitki olan
defnede DNA igerik miktari bagarili bir sekilde belirlenmis ve bitkinin yaprak orneklerinde
cinsiyet belirleme c¢alismalar1 basarili bir sekilde yapilmistir. Elde edilen sonuglara disi
bitkilerin ¢ekirdek DNA icerigi 7,84+0,10 pg ve erkek bitkilerin ¢ekirdek DNA igerigi
7,95+0,13 pg olarak belirlenmistir. Bu sonuca gore disi ve erkek bitkilerin ortalama DNA
icerikleri arasinda 0.05 diizeyde farklilik goriilmiistiir. Bu sonuca gore diger dioik bitkilerde

farkli amaglar i¢in cinsiyet belirleme galismalarmin kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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8. EKLER
8.1.EK1

Defnenin disi ve erkek bitkilerinden alinan yaprak 6rneklerinin ¢ekirdek DNA igerikleri

Disi Laurus

Erkek Laurus

nobilis L.’in nobilis L.’in
NO LOKASYON Enlem Boylam Cekirdek DNA Cekirdek DNA
icerikleri icerikleri
(Pikogram) (Pikogram)

1 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E 7,70 7,92

2 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E 7,78 7,95

3 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E 7,79 7,87

4 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°2420.9”E 7,67 7,77

5 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E 7,89 7,81

6 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E 7,87 8,01

7 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E 7,79 7,81

8 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E 7,74 7,77

9 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E 7,87 7,81
10 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E 7,85 7,84
11 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E 7,78 8,01
12 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°2420.9”E 7,87 7,86
13 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E 7,93 7,84
14 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E 7,8 7,88
15 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E 7,88 7,99
16 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E 7,86 7,90
17 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E 7,86 7,82
18 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E 7,91 8,08
19 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E 7,71 7,81
20 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E 7,61 8,07
21 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E 7,78 8,02
22 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E 7,86 7,82
23 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E - 7,86
24 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E - 7,97

51




25 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E - 7,82
26 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E - 7,96
27 | Canakkale /Merkez | 40°09'04.0”N | 26°24'20.9”E - 7,98
28 | Istanbul/ Giingéren | 41°00'59.5”N | 28°52'02.5”E 7,94 7,97
29 | Istanbul/ Giingdren | 41°00'59.5"N | 28°52'02.5”E 7,98 8,10
30 | Istanbul/ Giingdren | 41°00'59.5”N | 28°52'02.5”E 8,00 -

31 | Istanbul/ Giingéren | 41°00'59.5”N | 28°52'02.5”E 8,13 -

32 | Istanbul/ Giingdren | 41°00'59.5”N | 28°52'02.5”E 7,78 -

33 | Istanbul/ Giingdren | 41°00'59.5”N | 28°52'02.5”E 7,89 -

34 | Istanbul/ Giingéren | 41°00'59.5”N | 28°52'02.5”E 7,78 -

35 | Istanbul/ Glingoren | 41°00'59.5”N | 28°52'02.5”E 7,94 -

36 | Antalya/ Muratpasa | 36°52'06.2”N | 30°43'08.4”E 7,97 7,74
37 | Antalya/ Muratpasa | 36°52'06.2”N | 30°43'08.4”E 7,81 8,02
38 | Antalya/ Muratpasa | 36°52'06.2”N | 30°43'08.4”E 7,65 7,93
39 | Antalya/ Muratpasa | 36°52'06.2”N | 30°43'08.4”E 7,93 8,13
40 | Antalya/ Muratpasa | 36°52'06.2”N | 30°43'08.4”E 7,92 8,10
41 | Antalya/ Muratpasa | 36°52'06.2”N | 30°43'08.4”E 7,99 8,17
42 | Antalya/ Muratpasa | 36°52'06.2”N | 30°43'08.4”E 7,95 8,18
43 | Antalya/ Muratpasa | 36°52'06.2”N | 30°43'08.4”E 7,85 -

44 | Antalya/ Muratpasa | 36°52'06.2”N | 30°43'08.4”E 7,73 8,13
45 | Antalya/ Muratpasa | 36°52'06.2”N | 30°43'08.4”E 7,86 8,25
46 | Tekirdag/ Degirmenaltt | 40°59'07.2”N | 37°35'06.3”E - 7,82
A7 | Tekirdag/ Degirmenaltt | 40°59'07.2”N | 37°35'06.3”E - 7,95
48 | Tekirdag/ Degirmenaltt | 40°59'07.2”N | 37°35'06.3”E - 8,34
49 | Tekirdag/ Degirmenaltt | 40°59'07.2”N | 37°35'06.3”E - 8,00
50 | Tekirdag/ Degirmenalti | 40°59'07.2”N | 37°35'06.3”E - 7,96

TOPLAM 40 43
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