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Paulownia tomentosa Steud.’NIN IN ViTRO DOKU KULTURU TEKNIKLERI
KULLANILARAK COGALTILMASI

AYTEKIN, Tiirkan
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji B6limii
Tez Yoneticisi: Yard. Dog¢. Dr. Canan CAN
Mayis 2003, 47 sayfa

Ulkemize yeni girmeye baglayan Paulownia tiirleri (Scrophulariaceae), kereste
imalatinda, kagit sanayinde, hayvan yemi ve yesil giibre olarak, bal iiretiminde, kent
ormanlarinin diizenlenmesinde ve zirai ormancilikta genis bir kullanim alammna
sahiptir. P. tomentosa -25%C’lik kis donlarina dayanabilmesi ve deniz seviyesinden
1800 m.’lik yiikseltilere kadar yasayabilmesi agisindan diinyada &zellikle Avrupa ve
Kuzey Amerika’da yetisen en yaygin tiirdiir. Celik yada tohumla {iretimi zor ve
zaman alic1 olan Paulownia tiirlerinin in vitro bitki doku kiiltiiri teknikleri ile

tiretiminde olumlu sonuglar alinmaktadir.

Bu ¢alismada in vivo ve in vitro’da gelistirilen P. tomentosa’mn bitki doku kiiltiirii
teknikleri ile klonal olarak ¢ogaltilmasi {izerine farkli oksin ve sitokinin
kombinasyonlarinin etkisini belirlemek amaci ile denemeler kurulmustur. Caligmalar
sonucunda P.tomentosa’min in vitro’da yetisen fidelerinden elde edilen gévde
eksplantindan 0.1 mg/l IAA + 3.0 mg/l BAP ilaveli Murashige ve Skoog (1962)-MS
ortaminda digek somatik embriyogenes ile ortalama 10.5 adet siirgiin elde edilmistir.
Gelisen siirgiinlerin koklendirilmesi igin en uygun hormon kombinasyonunun 2.0
mg/l IAA + 1.0 mg/l NAA ilaveli MS ortami oldugu saptanmistir. Koklendirilen
stirglinler topraga adapte edilmigtir. Elde edilen sonuglar P. tomentosa 'nin in vitro’da

klonal olarak ¢ogaltilmasina olanak saglamasi agisindan 6nemlidir.
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ABSTRACT

CLONAL PROPAGATION OF Paulownia fomentosa Steud. BY IN VITRO TISSUE
CULTURE TECHNIQUES

AYTEKIN, Tiirkan
M.Sc. in Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Canan CAN
May 2003, 47 pages

Paulownia species belonging to Scrophulariaceae family have just been introduced to
our country. These species are being grown for use in paper industry, animal food,
green fertiliser, honey and wood production and agricultural forestry. P. tomentosa is
widely grown in Europe and North America since it is resistant to -25°C winter frost
and could grown up to 1800 m. from the sea level. It is difficult and time consuming
to propagate P. tomentosa through cuttings and by seeds, however they could

respond to in vitro tissue culture techniques.

In this study, the experiments have been setted up to investigate the clonal
propagation of P.tomentosa through the in vitro tissue culture techniques by using in
vivo and in vitro grown plants. The aim was to determine the effect of different auxin
and cytokinin combinations on clonal propagation of P. tomentosa. As a result of this
study, Murashige and Skoog (1962) — MS media containing 0.1 mg/l IAA + 3.0 mg/l
BAP resulted an average of 10.5 shoots per stem explant through direct somatic
embriyogenesis. The shoots were best rooted on MS media with 2.0 mg/l IAA +1.0
mg/l NAA. The seedlings were then adapted to soil. Results obtained are important

for to in vitro clonal propagation of P. tomentosa.

Key words: Paulownia tomentosa, plant tissue culture, clonal propagation
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1.GIRIS

Son yillarda genis uygulama alamu bulan, bitki doku kiiltiirii yontemleri, genel olarak
aseptik kosullarda yapay ortamlar iizerinde bitki doku, organ, hiicre ve
protoplastlarinin kiiltiire alinmasim igerir. Bu amagla, bitki hiicrelerinin totipotens
Ozelliklerinden yararlanilir. Bitki doku kiiltlirli giinlimiizde tarim, orman ve siis
bitkilerinin patojenlerden arindirilmasinda, klonal g¢ogaltilmasinda ve daha énemlisi
bitki genetik miithendisliinde genis uygulama alami bulan y6ntemlerden birisi
olmustur (Pierik, 1997; Babaoglu, 2001). Doku kiiltiirii y6ntemleri, bitkilerin
vejetatif olarak c¢ogaltilmasina alternatif olarak bir ¢ok tekniklerin kullanilmasimu
saglayacak avantajlar sunmaktadir. En Onemlisi, aseptik kosullarda klonal
cogaltmayi olasi kilarak, kisa bir siirede, kiigiik bir alanda bir bitki doku parg¢asindan,
cok fazla oranda ismine dogru bitkinin elde edilebilmesidir (Pierik, 1997; Babaoglu,
2001).

In vitro bitki doku ve hiicre kiiltiirii tekniklerindeki gelismeler hastalik ve ekstrem
kosullara dayanikli bireyler gelistirilmesinde yeni olanaklar saglamigtir (Grosser,
1985). Cok sayida bitki hiicresinin selektif agent olarak kullanilan stres faktérleri ile
(hastalik etmeni mikroorganizmalarin toksinleri, herbisitler, diigiik sicaklik, yiiksek
tuz konsantrasyonlart vb.) muamelesi sonucu bitki dokusunu olusturan hiicreler
arasinda var olan veya in vitro kosullarinda uygulanan stres faktérlerinin etkisi ile
ortaya ¢ikan mutant doku ve hiicre hatlarinin se¢imi miimkiin olabilmektedir.
Boylece stres faktorlerine tolerant veya dayanikli bireylerin se¢imi tamamen
laboratuar kosullarinda daha glivenilir ve daha kisa zamanda gergeklestirilmektedir
(Wenzel vd., 1984). Ayrica yine son yillarda bitki protoplast kiiltiirleri ve flizyonu
caligmalarindaki hizli gelismeler, eseysel melezlemede karsilagilan giiliikleri
agsmada biiyik bir potansiyele sahip oldugunu gostermistir. Protoplast flizyonu ile
aralarinda eseysel agidan melezleme sorunu olan bitkilerde, somatik hibridizasyonla
hibrit bitkiler elde edilebilmektedir (Dix, 1990). Protoplast Kkiiltiirlerinin yeni
bitkilerin gelistirilmesindeki katkisi, sadece somatik hibridizasyon ile Kklasik
melezlemede karsilagilan giigliiklere ¢6ziim getirmesi olmayip, bunlardan daha ilging

olani, rekombinant-DNA teknolojisi ve organel transferinde de kullamlmasidir. Bir



bitkiden izole edilen DNA, fiziksel ve kimyasal yontemlere bir diger bitkiden elde
edilen protoplastlara aktarilabilmekte ve somaklonal varyant bitkiler elde
edilebilmektedir (De le Pena vd., 1987; Rhodes vd., 1988).

In vitro doku kiiltiirii teknolojisinin bitki iiretimi ve 1slahinda kullanilabilirligi kiiltiire
alinan hiicre veya dokulardan yiiksek oranda embriyo gelisimine baglidir. Ayrica
doku kiiltiirlerinde embriyo gelisimini etkileyen faktorlerin (ortamin bilegimi, 151k ve
151 dereceleri, kullanilacak doku tipi, ortamin hormon kombinasyonu) kesin olarak
belirlenmesi gereklidir (Murashige ve Skoog, 1962; Thorpe vd., 1991). Odunsu
bitkilerinin doku Kkiiltiirii ile iretimi direk somatik embriyogenesis veya kallus
aracihf ile embriyogenesis (dolaylhi yo6ntem) yontemleri kullamlarak
gercgeklestirilmektedir (Thorpe vd., 1991). Bununla birlikte somaklonal varyasyonun
artmasina neden oldugu i¢in klonal ¢ogaltmada dolayli yéntem tercih edilmemektedir
(Marcotrigiano ve Jagannatham, 1988). Bu nedenle ¢ok sayida bitki tiretimi amaci ile

direk olarak morfogenesis olusumunun meydana gelmesi istenmektedir.

Paulownia cinsine ait tiirlerinin klasik yontemler kullamlarak {iretimi zor ve zaman
alicidir ayrica tohumlarin ¢imlenme orani in vivo kosullarinda oldukga diigtiktiir
(Bergman ve Moon, 1997). Bu nedenler ile in vitro doku Kkiiltiirli yontemleri
kullamlarak kiigiik bir alanda, fazla miktarda ve ismine dogru bitkilerin yetigtirilmesi
lizerinde bazi arastirmalar gergeklestirilmistir (Rao vd., 1996; Bergman ve Moon,

1997).

Somatik embriyogenesis bir ¢ok bitki tiirtiniin, 6zellikle de orman agaglarinin hizls
klonal gogaltilmasinda énemli bir potansiyele sahiptir. Teorik olarak tek bir eksplant
sinirsiz sayida embriyo {iretebilir. Bu simirsiz iiretim, anag¢ bitkiden alinan kisith
miktardaki materyale bagh olan ¢elikle gogaltim karsisinda gok biiyiik bir avantaja
sahip olmaktadir. Somatik embriyolarin dollenme sonucunda gelisen zigotik
embriyolara gore en 6nemli iistiinliikleri genetik agilmalarin olmamasidir. Somatik
embriyolar, kiiltiire alinan eksplantin somatik hiicrelerinden geligirler ve eksplantin
alindi@1 bitkinin genotipini muhafaza ettiklerinden dolay1 klon olustururlar (Parrott
vd., 1993). Yapilan bu c¢alisma ile klasik yontemler kullamlarak iiretimi zor ve
zaman alic1 olan Paulownia tomentosa Steud.’nin in vitro doku kiiltiirii yéntemleri
kullanilarak kisa bir zaman siirecinde, ¢ok sayida ve ismine dogru bitkilerin

tiretilmesi amaglanmagtir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bitki hiicrelerinin izolasyonu ve kiiltiire alinabilecegi ilk olarak, Alman botanik¢i
Gottilieb Haberlandt tarafindan 1902 yilinda ileri siirtilmiis, fakat aragtirici hiicreleri
kiiltiire alamamugtir. Haberlandt’in gergeklestiremedigi , “bitki hiicrelerini stirekli
kiiltiire alma” Haberlandt’in 6grencilerinden, Kotte ve Robbins tarafindan Amerika
Birlesik Devletleri’nde gergeklestirilmistir. 1934 yilinda White tarafindan, domates
kok ucu pargalan Kkiiltire alinmig, boylece bitki doku ve hiicrelerinin kiiltiire
almabilecegi kanitlanmigtir. Nobecourt (1938) ve Gautheret (1938), birbirinden
habersiz  olarak havugta, White (1939) tiitinde kallus kiiltiirlerini
gergeklestirmiglerdir. Bu safhadan sonra, daha ¢ok yapay ortamlarin
gergeklestirilmesi iizerinde yogun galismalar siirdiirtilmiig, Murashige ve Skoog vd.
(1962) giiniimiizde en fazla kullanilan doku kiiltiirli ortamim gergeklestirdiler. En
biiylilk agama, Muir vd. (1954) tarafindan hiicre siispansiyon Kiiltiirlerinin
gelistirilmesi olmugtur. Street (1977) hiicre veya siispansiyon kiiltiirlinii, “hiicre veya
hiicre topluluklarinin sallanan sivi bir ortamda gogaltilmasi” olarak agiklamus, bu
gelisme, kompleks bitki hiicrelerine, birgok mikrobiyal tekniklerin uygulanabilmesi
olanag saglamigtir. Hiicrenin totipotens 6zelliginden faydalanarak, bir hiicreden yeni
bitki elde etme amaciyla ilk agamalar, Bergmann (1960) tarafindan hiicrelerin kati
ortam lizerine yayilarak, tek hiicreden kallus elde etme caligmasiyla

gerceklestirilmigtir.

Onemli diger bir asama genetik galismalar igin haploit homozigot hiicrelerin elde

edilmesidir. Bu konuda Bourgin ve Nitsch (1967), ilk defa haploit bitkileri elde

etmiglerdir.

Protoplast adi verilen duvan olmayan hiicrelerin izole edilmesi, doku kiiltiirii
tekniklerinde yeni bir dal ortaya ¢ikarmugtir. 20. ylizyilin baglarinda Kuester (1909)
hiicre flizyonunu gézlemistir. Protoplastlardan tiim bitkilerin. elde edilebileceginin
gosterilmesi (Takebe vd., 1971), hiicre aragtirmalar sahasinda yeni bir gelismenin
ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bu asamadan sonra, en onemli admm,

protoplastlarin birlestirilmesi olmustur. Bu gekilde elde edilmis olan hibrit hiicreler ., -,
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ilk defa tiitiinde (Nicotiana glavca + N. Langsdoffi ) Carlson vd., (1972) tarafindan
gerceklestirilmistir. (Bhojwani ve Razdan, 1983).

Giiniimiizde bu konularda ¢ok fazla ¢aligma yapilmakta ve doku Kkiiltiirii teknikleri
biyoteknolojide genis kullanim olanaklar1 bulmaktadir. Doku kiilttirleri, klonal bitki
liretimi amaci1 ile kullanim olanaklarina sahip oldugu gibi, kiiltlire alinan hiicrelerde
meydana gelen somaklonal varyasyondan faydalamimakta, ayrica, mutagen
uygulamasi yapilarak hastalikk ve stres faktorlerine dayamikli bireyler elde
edilebilmektedir. Bu konularda, Paulownia spp.’lerle, Amerika, Japonya, Singapur,
Cin gibi iilkeler ¢aligmaktadirlar (Rao vd., 1996).

Bitki hiicrelerinden embriyo elde edilmesi d6llenmis yumurta hiicresi ile simrl
degildir. In vitro kiiltiir sartlarin1 ve 6zellikle de bitki biiylime diizenleyicilerini
ayarlayarak bir bitkinin herhangi bir somatik hiicre, doku veya organindan embriyo
elde etmek miimkiin olabilmektedir. Vejatatif hiicrelerden gelisen embriyolar
somatik embriyo olarak adlandirilmaktadir (Babaoglu vd., 2001). Somatik ve zigotik
embriyogenesis arasindaki asil Onemli fark elde edilis yontemlerinden
kaynaklanmaktadir. Zigotik embriyo déllenmis bir zigottan gelistiginden dolayi, elde
edilen bitkiler potansiyel olarak agilma gosterirler. Ote yandan, bireysel bitkilerin
hiicrelerinden gelistikleri igin somatik embriyolardan elde edilen bitkiler genetik
olarak klon olustururlar (Bournman, 1994). Déllenmis yumurtadan geligen
embriyoda oldugu gibi, iki genekli bitkilerde somatik embriyolar da globular , kalp,
torpido ve kotiledon olugsum safhasimi gegirirler (De Jong vd., 1993). Somatik
embriyolar gévde-kok eksenine sahip olup, asil doku ile vaskiiler baglantilan

olmadigindan dolay1 dokudan kolaylikla ayrilabilirler (De Jong vd., 1993).

Somatik embriyogenesis ilk defa havug bitkisinin somatik dokularindan elde
edilmistir (Steward vd., 1958). Genel olarak somatik embriyo iiretimi i¢in ¢ok
degisik bitki kisimlart kullanilabilmektedir. Ancak, olgunlagmamis zigotik
embriyolar somatik embriyogenesis i¢in 6nemli bir kaynak olusturmaktadir. Bunun
nedeni ise, zigotik embriyolarin embriyogenik gelisme i¢in gerekli olan genleri aktif
hale getirdiklerine inamlmaktadir (De Jong vd., 1993; Parrott vd., 1993). Somatik
embriyogenesis hizli gogaltimda, sentetik tohum {iretiminde ve gen aktariminda

onemli bir potansiyele sahiptir. Ancak, eksplant kaynafi, genotip, bitki biiylime



diizenleyicileri, azot kaynag: ve gevre sartlan gibi etmenler somatik embriyogenesisi

Onemli 6lgiide etkileyen faktérlerdir (Babaoglu vd., 2001).

In vitro ¢aligmalarda kullamlan baglangig bitki pargast eksplant olarak
adlandiriimaktadir. Somatik embriyogenesisin bagarisinda eksplant segimi son derece
onemli olmaktadir (Tisserat, 1991). Yiiksek oranda basari i¢in eksplantin hizli hiicre
boliinmesine sahip iyi gelisen, saghkli bitkilerden alinmasi gereklidir. Olgun ve
yiiksek oranda organize olmus dokularin embriyogenesis kapasiteleri son derece
disiik olmaktadir. Eksplant uygun gelisme fizyolojisindeki bitkilerden alindig
takdirde bir ¢ok bitki kismi somatik embriyogenesis igin kullarulabilmektedir.
Ancak, gen¢ doku ve organlar genellikle yaslt doku ve organlardan daha basarih
olmaktadir. Eksplant alinacak bitkilerin yetigtirme sartlarn da embriyogenesisin
basarisinda 6nemli rol oynamaktadir. Isik, nem, topragin besin durumu ve mevsimsel
faktorler etkili olmaktadir (Warren, 1991). Genellikle sera sartlarinda gelisen bitkiler
tarlada yetigen bitkilerden daha iyi sonu¢ vermektedir. Ayrica, tiim gelisme sartlari
optimum diizeyde oldugundan dolayi, in vitro’da gelisen bitkilerden alinan

eksplantlardan da yiiksek oranda basan saglanabilmektedir (Babaoglu vd., 2001).

Genel olarak, otsu bitkiler aga¢ ve callara gére daha kolay rejenerasyon
saglamaktadir (Pierik, 1987). Somatik embriyo olugturma frekansi bakimindan tiirler
arasinda onemli farkliliklar gozlendigi gibi, aym tiir i¢indeki farkli genotip ve

cesitlerin dahi embriyo olusturma kabiliyetleri farkli olmaktadir (Parrott vd., 1993).

Bitki biiylime diizenleyicileri doku kiiltiiri ortamlarinin en énemli unsurudur. Tiir ve
cesitlere gore degismekle birlikte uygun olmayan konsantrasyonlarda ortama ilave
edildiklerinde genellikle hicbir etki ortaya ¢ikmaz. Bitki hormonlan, bir dokuda
tiretilip, biliyime ve gelismenin olacagi diger dokulara taginan ve ¢ok diigiik
konsantrasyonlarda etkili olan endojen organik bilesiklerdir. Indol asetik asit, zeatin,
zeatin ribozid, GA, absisik asit ve etilen bitkilerce iiretilen hormonlardir. Sentetik
yollarla iretilenler de dahil olmak iizere genel olarak hepsine bitki biiylime
diizenleyicileri adi verilmektedir. En ¢ok kullanilanlar oksinler, sitokininler,

giberellinler, absisik asit ve etilendir (Pierik, 1997; Babaoglu vd., 2001).

Oksinler; fotoperyodizm, kéklendirme, apikal dominans, yan siirgiinlerin gelisiminin
engellenmesi ve hiicre gelisiminde etkilidirler. Oksinler doku kiiltiirlerinde tek basina

kullanildiklarinda kallus uyarimini, hiicre siispansiyonlarinin elde edilmesini ve



somatik embriyo olugumunun uyarimini, sitokininlerle birlikte yine kallus
olusumunu, siirglin rejenerasyonunu (organogenesis) ve somatik embriyo
olusumunun uyarilmasinit saglayabilirler. Ayrica elde edilen siirgiinlerin
koklendirilmesinde vazgecilmez bir kullanima sahiptirler. Temel hormon formu IAA
(indol-3-asetik asit)’tir. Sentetik oksinler arasinda NAA (Naphtalen asetik asit), IBA
(Indol butirik asit), 2,4-D (Dichlorophenoxy acetic acid) ve Piklorom sayilabilir
(Pierik, 1997; Babaoglu vd., 2001).

En ¢ok kullanilan sitokininler adenin (aminopiirin) tiirevleridir. Bunlar i¢inde de
BAP (6-Benzylaminopurine ) en ¢ok kullamlanidir. Sitokininler, ¢ogunlukla kék ucu
meristemi ve geng¢ yapraklarda iiretilir. Hiicre bdliinmesi, yeniden farklilagma (re-
differentiation), bitki rejenerasyonu ve siirgiin ¢ogaltiminda etkili olup (Smith,

1992), antioksidan etki gostererek yaslanmay: da geciktirirler.

Gibberellinler; meristemlerden bitki rejenerasyonunun uyanlmasinda, siirgiinlerin
boylarinin uzatilmasinda, embriyo ve ovul kiiltiirlerinde kullanilmaktadir. Kallus
gelisimini, organogenesisi ve yan k6k olusumunu engellerler. Ayrica bitkilerde

gévdenin uzamasim ve gigeklenmeyi arttirirlar (Pierik, 1997; Babaoglu vd., 2001).

Absisik asit; strese maruz kalmis yapraklarda, dormant tomurcuklarda ve tohumlarda
bulunur. Absisik asitin doku kiiltiirlerinde rolii heniiz tam olarak anlasiimamig
olmakla birlikte halen somatik embriyolarin olgunlastirilmasinda kullamilmaktadir

(Babaoglu vd., 2001).

Isik kaynagi, yogunlugu ve siiresi ile sicaklik somatik embriyo olusumunda 6nemli
rol oynamaktadir. Ayrica, kiiltiir kaplarindaki oksijen/karbondioksit ve diger gazlarin
yogunlugu da basarida etkili olmaktadir. Bitki tiirline bagli olmakla beraber en
yiiksek oranda embriyo gelisimi 24 —26 °C ’de ger¢eklesmektedir (Pierik, 1997;
Babaoglu vd., 2001)

Bitki tiirli, kullanilan eksplant ve besin ortaminin igerifine bagli olarak
embriyogenesis direkt ve indirekt olmak iizere iki sekilde gerceklesmektedir. Direkt
somatik embriyogenesis de somatik embriyolar ara bir kallus safhasi olmadan
eksplant doku iizerinde bulunan tek bir hiicre veya hiicre gruplarindan geligirler.
Direkt embriyogenesis i¢in en fazla kullamlan eksplant olgunlagmamig somatik

embriyolardir (Finer, 1995). Bu eksplantlarda uygun bir fizyolojik gelisme



safhasinda olmalidir. Genellikle tozlanmadan 14 -15 giin sonra izole edilen zigotik
embriyolar iizerinde en yiiksek oranda somatik embriyo olusumu gézlenmektedir

(Finer, 1995). Indirekt embriyogenesis ise kallus olustuktan sonra yeni embriyolarin

olusumudur.

Paulownia spp. Scrophulariales ordosu igerisindeki Scrophulariaceae familyasina
baglidir ve 9 farkhh tiirii bulunmaktadir (Zhu vd., 1986). Anavatam: Cin olan
Paulownia spp., Japonya, Avustralya, Brezilya, Avrupa ve Amerika Birlesik
Devletleri’nde yetistirilmektedir. Cok hizli bilytiyen, derin k&k sistemine sahip (kazik
veya sagak koklii), sonbaharda yapraklarim doken, iri yaprakh ve diizgiin gévdeli bir
agactir (Sekil 2.1). Yetigkin agacin boyu 15 - 20 m’yi bulur. Ortalama 6mrii 70 yilin
tizerindedir. ilk biiyiime mevsiminde boyu 4-7 m’ye kadar uzar. 22° - 40° enlemler
arasinda -25°C - +50° C sicaklik aralifinda yetigir. Kumlu, ¢akilli topraktan orta
derecede killi toprakléra kadar, genis bir aralikta yetigir. En sevdigi verimli ve kumlu
topraktir. Sadece killi ve ¢ok su tutan topraklarda yetismezler. Toprak altt su
seviyesinin 2 m’nin altinda olmas1 gerekir. pH degeri 5.0 - 8.5 aras1 topraklarda
yetigirler. En uygun pH degeri 6.0 - 7.0 arasidir. Toprak tuzluluk oram: 1000 ppm’i

gegmemelidir (http://www.paulownia.gen.tr/paulownia.nsf/main).



.1. Bes yasindaki Paulownia tomentosa Steud. itkisinin Gaziantp ili Mayis

ayindaki goriintiisti

Bitki 3 yil gibi kisa bir siirede fide halinden 5-7 metre uzunluga ulagmasi,
yapraklarinin besin degerinin yiiksek olmasi ve boylelikle tarim igin giibre, hayvanlar
icin yem olarak kullanilmasi, hos kokulu beyaz ve leylak rengi karisimindaki
¢igeklerinden dolayr siis bitkisi ve aricilikta kullanim olanaklarinin bulunmasi,
kerestesinin hafif ve dayanikli olmasi, erozyonu onlemesi, hava kirliligini azaltmasi,
dikili oldugu topraklarin nitrojen degerini yiikselterek verimin artmasina neden
olmast ve genig iklim kosullarina adapte olmasi gibi nedenler ile iilkemizde de son
4-5 yildir yetistiriciligi yapilmaktadir (http://www.paulownia.cjb.net;
http://www.bitinya.net/ sayfa3.htm). Bu ozelliklerin yani sira bir hektar Paulownia
spp. yilda 6 kg atmosferik kiikiirt ~emme kabiliyetine  sahiptir
(http://www.paulownia.gen.tr/paulownia.nsf). Amerika Birlesik Devletlerinde en
yaygin olarak yetistirilen tir P. fomentosa (Hemmerly, 1989) olup P. elongata
S.Y.Hu., P. fortunei Hemsl., P. taiwaniana T.W.Hu. (Ho vd., 1988) ve P.
catalpifolia T.Gong. (Song vd., 1991) ekonomik 6neme sahip diger tiirler olarak
belirtilmektedir. Tiim tiirler arasindaki genel goriintii benzer olmakla birlikte yaprak
boyutlari, sekilleri ve ¢igek renkleri farkliliklar gostermektedir.

P. tomentosa’nin govdesi diger tiirlerden daha kisa sitirede odun dokusunu gelistirir

ve kabuklanir. Bu nedenle digerlerinden daha diisiik sicakliklara dayanabilir. Diger



tiirler ise kabuk yapisim ilk yil tam olarak gelistiremediginden, ilk kis olabilecek bir
don olayindan hasar goriir ve kurur (http://www.paulownia.gen.tr/paulownia.nsf/

main).

P.kawakamii Ho., P.tomentosa ve P.tomentosa x P forturei’nin yaprak eksplantlan
kullanilarak direk siirgiin olusumu saglamak amaci ile yapilan ¢aligmalarda optimum
kiiltiir ortamu, 10 uM IAA + 50uM BA ilaveli MS ortamu olarak tespit edilmigtir. Her
yaprak eksplantindan 4 ay kiiltiire alma periyodundan sonra 40’1n iizerinde siirgiin
elde edilmistir. Yaklagik 1 cm uzunlugundaki stirglinler MS ortaminda alt kiiltiire
alinmg ve slirgiinlerden kok gelisimi goézlenmigstir. Koklenen bitkiler topraga

aktarilmigtir ( Rao vd., 1996).

P.cv. Henan 1, P jfortunei ve P. elongata’nin yaprak lamina ve petiollerinden in
vitro’da yan siirgiin olusumu aragtirilmigtir. Caligmalarin sonucunda tamamen
biiyiimiis, koyu yesil, kalin yaghi yapraklar (olgunlasmis yapraklar); geng
yapraklardan daha saglikli ve daha biiyiik kallus ve siirgiin olusumu gostermistir.
Yan siirgiin olusumu i¢in ¢esitli biiyiikliikklerde 10 klon kullanilmistir. Her bir
laminanin merkezinden tek bir eksplant kiiltiire alindigy zaman, Henan 1 ve P.
elongata benzer siirgiin olusumu gostermistir ve her iki tiirlin de P. fortunei’den
daha verimli oldugu gézlenmistir. P. elongata ve Henan I’den yaprak aracihigiyla
stirgiin olusumunda 3 serit olarak kesilen lamina ve yarim kesilen petioller, biitiin
yaprak petiol ve laminasindan daha g¢ok gelisme gostermistir. Klonlar arasinda
maksimum siirgiin olusumu i¢in gerekli hormon konsantrasyonlarinin farkli oldugu
fakat hepsinde 0,2 ya da 0,5 mg/l NAA ve 5,0 ya da 7 mg/l BAP gerekli oldugu
saptanmustir. 4 hafta sonunda yan siirgiin olugumu sayisimn ortalama 2, Henan I’de

63, P. elongata’da ise 48 oldugu gbzlenmistir (Bergmann ve Moon, 1997).

Olgun P. catalpifolia’mn meristem kiiltiirlerinden eksplant alinarak MS ortaminin
kullamldig1 bir caligmada yaprak ve petiol eksplantlarina Kinetin ve NAA’nin farkli
konsantrasyonlarinda 15 kombinasyon uygulanmigtir. 10 giin sonunda kiiltiirde
stirglin baslangic1 gozlenmigtir. NAA’nin bulunmadifi ortamlarda kok olugumu
gozlenmemistir. Genel olarak eksplantlar araciligiyla 1 ve 3 siirgiin, maksimum ise 7
siirglin olusmustur. En iyi siirgiin olusumu 0,5 mg/l NAA ve 8 mg/l Kinetin igeren
MS ortaminda saglanmigtir (Song vd., 1991).
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P. fortunei’nin in vitro’da biiyiiyen siirgiinlerinin kullamldig: bir ¢aligmada yaprak
petiollerinin son kisimlarindan elde edilen eksplantlardan hizli rejenerasyonla ¢ok
sayida stirgiin elde edilmigtir. 20 uM BAP ve 4 uM NAA ilave edilmis MS
ortaminda optimum siirglin olusumu saglanmigtir. Kiiltiirde 7 giin sonunda
cogunlukla petiollerin son kisimlarindan kesilen eksplantlarin % 80’inden fazlasinda
slirglin tomurcugu gozlenmistir. Mikroskobik incelemeler sonucunda petiollerin
epidermal ve alt epidermal dokularinda direk stirgiin geligimi oldugu saptanmigtir.
Stirglin gelisimini yiikseltmek i¢in her 2 hafta da bir eksplantlar yeni ortama
aktarilmig ve 13 hafta sonunda eksplantlardan 43 siirgiin elde edilmistir. Calisma
sonunda koklendirilen stirgiinler turba karigimli saksilara aktarilmigtir (Rao vd.,
1993).

BAP ve NAA ilave edilen MS ortaminda, aseptik kosullarda kiiltiire almman P.
elongata’nin 2 aylik fidelerinin yapraklarindan, internodlarindan, nodlarindan ve
stirglin uglarindan elde edilen eksplantlar kullanilarak yapilan ¢aligmanmin sonucunda
0,1 mg/l NAA ve 0,5 mg/lt BA ilaveli ortamlarda yaprak kallusundan en iyi siirgiin
tiretimi saglanmigtir (25 mm? segmentten 50 siirgiin olusmustur). 30 giin sonunda,
stirgiin tretiminde, 1 mg/l BA iceren ortamda, siirgiin uglarimin kiiltiire alinmasi
sonucunda 9,7 kat ¢ogalma ortaya cikmustir. Uretilen siirgiinler hormonlar
olmaksizin MS ortaminda kéklendirilmistir (Chang ve Donald, 1992).

Dort Paulownia tlriintin farkli eksplantlarimin  organogenetik kapasitelerinin
aragtinldig1 bir galismada P. fortunei’nin , P. tomentosa’nmin ve P. taiwaniana
T.W.Hu. (P. fortunei x P. kawakamii) min organogenesis goésterdigi saptanmigtir

(Ho vd., 1994).

P. taiwaniana’min yumru kiiltiirlerinde bakim ve yenileme amagl bir ¢alismada P.
taiwaniana’nin yumru kiltiirleri diizenli alt kiiltiirler ile 1 yili agkin bir siire devam
etmigtir. Yaprak eksplantlarindan gii¢lii kallus kiimeleri 3 mg/l IBA ve 3 mg/l BA
ilaveli MS ortaminda olusmustur. 6 haftada yumru kiiltiirlerden {iretilen kalluslar,
130 r.p.m. ¢alkalayicida IBA ve BA konsantrasyonlarn igeren MS sivi ortamina
transfer edilmistir. Sonug olarak 3 aylik alt kiiltiirlerden elde edilen &rnekler 1 yil
sonunda da biiylimelerine devam etmislerdir. Bu ¢aligma kapsaminda biiyiime

evrelerinde hiicre farkliliklan ve vaskiiler organizasyonlar aragtintmigtir. Ik birkag
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alt kiiltlirde yumru olugturma yetenegi siirdiiriilmiis fakat devam eden alt kiiltiirler
boyunca kaybedilmistir (Ho vd., 1994).

Meristem kiiltlirti amagli bir ¢alismada 7 Paulownia tiirliniin 1 veya 2 yetiskin
agacindan (12-18 m yiiksekliginde, 22-38 cm ¢apinda) yaklasik 0,5 mm uzunlugunda
meristemler alinmig ve meristem kiiltliri i¢in tiiplerin optimum kiiltiir ortam:
aragtirllmistir (Bu ortamlar MS , WPM ve WS ). P. fomentosa, P. glabrata Rehder.
ve P.taiwania eksplantlarimin kiiltiirde 30 giin sonunda en iyi dayamklilik iz
gosterdigi ortamlar MS, ve WPM olarak saptanmistir. Benzer aragtirmalar ile
P fortunei ve P. coreana Uyeki. iginde en ideal ortamlarin MS ve BTM oldugu
gézlenmistir. P.kawakamii ve P.elongata igin arastirma yapimamigstir. Aym
ortamda alt kiiltiirlerden 30 giin sonunda WPM ortaminda P.glabrata ve
P.tomentosa’nin daha biiyiik siirgiin olugturdugu kaydedilmistir (Song vd., 1989).

Mikrogogaltim ile gelisen P.elongata siirgiinlerini koklendirmek igin yapilan bir
calismada siirglinler MS bazal ortaminda kéklendirilmis fakat 10 giin boyunca 0,2
mg/lt NAA ve 0,4 mg/lt IBA igeren ortamda daha kisa siirede ve g¢ok sayida
koklenme meydana gelmistir ve kisa kékler kolaylikla seralara transfer edilmistir. 1,1
veya 2,0 cm yiiksekligindeki siirgiinlerin daha uzun olan siirgiinlerden daha elverisli
oldugu saptanmistir (Bergmann ve Whetten, 1998).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Bitki materyali

Aragtirmalarda P. tomentosa Steud.’nin in vitro’da ve in vivo’da yetigtirilen tohum,
yaprak, yaprak sapi, gbvde ve kok ekspantlari kullamlmugtir. Bitki materyali
Gaziantep Universitesi kampustinden 2001 yili Eyliil-Kasim aylari arasinda temin

edilmigtir.
3.1.2. Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar Calbiochem, Merck ve Sigma firmalarindan temin

edilmigtir
3.1.2.1. Kiiltiir ortaminin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar

Biitin ¢aligmalarda Murashige ve Skoog (1962)-MS doku kiiltiiri ortami
kullanilmustir. MS ortamimin igerdigi kimyasallar ve bu kimyasallarin kullanilan

miktarlan Ek.1 de verilmistir.

3.1.2.2 Kiiltiir ortamlarina sonradan ilave edilen hormonlar
a) Sitokininler

6-Benzylaminopurine (BAP, C2H;Ns)

6-Furfurylaminopurine (Kinetin, C;oHoNs0)

b) Oksinler

Naphthalene acetic acide ( NAA, C;2H00,)

Indole 3- acetic acide (IAA, C;oHgNO>)
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3.1.3.Kullanilan Cihazlar

Sterio Zoom Trinokiiler Aragtirma Mikroskobu (Soif SQF-D)
Fuji Film Fotograf Makinesi (S602 Zoom)

3.2.Yontem

3.2.1. Kiiltiir ortamlarinin hazirlanmasi

3.2.1.1. MS ortaminin hazirlanmasi

Ek.2.de verilen oranlarda A, B, D stok soliisyon grubundaki kimyasallar tartilmig ve
dH,0 ile ¢oziilerek iizerileri 100 ml’ye tamamlanmigtir. Stok C’nin hazirlanmasinda
ise FeSO4. 7H,0 belirtilen oranda tartilmis ve 90 ml dH,O ile tamamlanmistir. Bu
¢ozelti kangtinlarak 1sitilmis ve agik sari-berrak bir soliisyon haline getirilmistir.
Daha sonra Na,EDTA-2H,0 (Titriplex) ilave edilmis, ¢6zeltinin tamami dH;O ile
100 ml’ye tamamlanmis ve pH 5.5’e ayarlannmgtir. Hazirlanan stok soliisyonlar
+4 °C’de muhafaza edilmistir. Stok soliisyonlar belirli araliklar ile kontrol edilmis ve
herhangi bir mikrobiyal bulagiklik saptandiginda yeniden hazirlanmugtir. 1 litre kiiltiir
ortamimin hazirlanmasi igin stok soliisyonlardan 10’ar ml ve Ek.3.’de verilen
kimyasallardan da (agar haric) belirtilen oranlarda alinarak ¢6zelti, saf suile 1 1’ ye
tamamlanmigtir. pH 1M NaOH ve 1IN HCI kullamlarak 5,7 ye ayarlanmigtir. Son
olarak agar ilave edilmigtir (Can vd., 1992 a; Kog ve Can., 1992).

3.2.1.2. Hormonlarin hazirlanmasi

Hormonlar stoklar halinde hazirlanmigtir. Kullanilan oranlarda tartilan hormonlar 1M
NaOH ile ¢oziildiikten sonra saf su ile istenilen miktara tamamlanmigtir. Hormonlar
ortama agar ilave edilmeden ve pH ayarlanmadan énce ilave edilmistir (Can vd.,

1992 a)
3.2.1.3. Sterilizasyon

Ortamlar 1 atm. basingta 121°C ‘de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir (Can vd.,
1992 b).
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3.2.2.Somatik embriyogenesis ¢alismalari
3.2.2.1. In vivo’da geligen bitkilerden somatik embriyogenesis ¢caliymalar
3.2.2.1.1. Bitkilerin sterilizasyonu ve hormon kombinasyonlari

Sterilant olarak %70’lik etil alkol ve igerisinde 2-3 damla Tween-20 bulunan %5°lik
sodyum hipoklorid kullamlmigtir. Yaprak petiol ve laminasi yarim saat akan ¢esme
suyunda yikanmigtir. Sonra %70°lik alkol igerisinde 10 saniye bekletildikten sonra
%5’lik sodyum hipoklorid igerisinde 8 dakika bekletilmistir. Bu islemlerin
arkasindan bitki materyalleri 3 defa steril saf sudan gegirilmistir ve igerisinde steril
kurutma kagidi bulunan steril petrilere alinarak, kiiltiire alinmak iizere hazir hale
getirilmigtir (Can vd., 1992 a; Kog vd., 1992).

Somatik embriyogenesisi tegvik etmek amaci ile yaprak ve yaprak sap: eksplantlari,
farkli oksin ve sitokinin kombinasyon ve konsantrasyonlarimi igeren MS ortami
tizerinde kiiltlire alinmigtir. Hazir MS (Sigma) (%3 sakkaroz) ve stok soliisyonlardan
hazirlanan MS ortamlarina, IAA/BAP hormonlar (0.0, 0.5, 2.0, 4.0, 10.0, 20.0 mg/)
diizeylerinde kombine edilerek yaprak sap: ile beraber yaprak eksplantlarindan,
NAA/BAP hormonlann (0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 7.0 mg/l ) diizeylerinde
kombine edilerek yaprak sapi eksplantlarindan somatik embriyogenesis tesvik
edilmeye ¢aligilmustir. Kiiltiirler 26+2 °C de, 16 saat 151k 8 saat karanlik olan klima

odalarina yerlestirilerek degerlendirmeler 4 — 8 hafta sonra yapilmagtir.
3.2.2.2. In vitro’da gelisen bitkilerden somatik embriyogenesis ¢cahgmalar:
3.2.2.2.1. Tohumlarin sterilizasyonu ve in vitro’da ¢imlendirilmesi

Sterilant olarak %70’lik etil alkol ve igerisinde 2-3 damla Tween-20 bulunan %5°lik
sodyum hipoklorid kullamlmigtir. Tohumlar % 70’lik etil alkole daldirilip
¢ikarldiktan sonra % 5°lik sodyum hipoklorid igerisinde 4 dakika bekletilmistir. Bu
islemlerin arkasindan tohumlar 3 defa steril saf sudan gegirilmistir ve igerisinde steril
kurutma kagidi bulunan steril petrilere alinarak, ¢imlendirilmek iizere hazir hale
getirilmistir (Can vd., 1992 b; Kog vd., 1992). Bu tohumlar igerisinde 25 ml ortam
bulunan petrilere yerlestirilerek kiiltiire alinmigtir. Bu amagla MS Bazal Ortam: (%3
sakkaroz igeren) ve ¥2 MS Ortami (%1 sakkaroz igeren) kullanilmustir.
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Besin ortamlar1 MS stok soliisyonlar kullanilarak hazirlanmigtir. pH’s1 1M NaOH ve
IN HCI ile 5.7’ ye ayarlanan ortamlar, 1 atm.de 121 °C’ de 15 dakika otoklavda
sterilize edilmistir (Can vd., 1992 a).

3.2.2.2.2. In vitro’da gelisen bitkilerin ¢imlendirilmesi

Bitki materyali olarak aseptik kosullarda tohumdan ¢imlenen bitkilerin yaprak sapi

ile beraber yapragy, tist siirgiin ucu, kokii ve gévde eksplantlan kullanilmgtir.

Hazir MS (Sigma) (%3 sakkaroz) ortamina, NAA/BAP hormonlan (0.0, 0.1, 0.5, 1.0,
2.0, 3.0, 5.0, 7.0 mg/l ), IAA/BAP hormonlan (0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 7.0
mg/l) ve 1AA/Kinetin hormonlann (0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 7.0 mg/l)
diizeylerinde kombine edilerek bitki eksplantlarindan somatik embriyogenesis tegvik
edilmeye ¢alisgilmistir. Bu ¢aligmalarda Difco Bacto-Agar (8 gr/l) kullamlmugtir.
Kiiltiirler 26-28 °C de, 16 saat 151k 8 saat karanlik olan klima odalarina yerlestirilerek

degerlendirmeler 6 — 8 hafta sonra yapilmigtir.
3.2.2.2.3. In vitro’da gelisen bitkilerin koklendirilmesi

Embriyogenesis meydana gelmis ve siirgiin olusturmus eksplantlarin kullanilmastyla
yapilan g¢aligmalarda, i¢inde 25 ml ortam bulunan petriler igerisine bu siirgiinler
yerlestirilmistir. Denemede MS ortamina (Sigma) (%3 sakkaroz) JAA/NAA
hormonlar ( 0.0, 0.5, 1.0, 2.0 mg/1) diizeylerinde ilave edilmigtir. Bu ¢aligmada Difco
Bacto-Agar (8 gr/l) kullanilmistur.

3.2.2.2.4. In vitro’da gelisen bitkilerin topraga aktarilmas:

Kéklendirilen siirgiinler, uygun toprak kosullarini saptamak amaciyla Metil Bromid
ile steril edilmis 1:1:1: oraninda hazirlanan torf, kum ve perlit karigimli saksilara
aktarilmigtir. Fidelerin kokleri topraga aktarilmadan dnce 0.6 g/l oraninda hazirlanan
fungusit (Benomyl) ¢6zeltisinden gegirilmistir. Evaporasyonu &nlemek igin saksilar
naylon torbalar igerisine koyulmus ve naylonlar iist kisimlarindan iple baglanmistir.

Saksilar seraya yerlestirilmis ve naylon torbalar 1 hafta sonra agilmstir.
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4, BULGULAR
4.1. Somatik Embriyogenesis Calismalari
4.1.1. In vivo’da gelisen bitkilerden somatik embriyogenesis

Somatik embriyogenesis amaci ile yapilan ilk ¢alismada stok soliisyonlardan
hazirlanan MS ortami ve Difco Bacto-Agar (8gr /1) kullanilmigtir. Bu amagla MS
ortamina JAA/BAP hormonlar1 (0.0, 0.5, 2.0, 4.0, 10.0, 20.0 mg/1) diizeylerinde ilave
edilerek elde edilen ortamlar iizerinde yaprak sapi ile beraber yaprak ana damarini da
iceren yaprak eksplantlar1 11/09/2001 tarihinde kdiltire alinmig, somatik
embriyogenesis tegvik edilmeye ¢aligilmistir. Yaklagik 4-5 hafta sonunda elde edilen
sonuglarda sadece kallus olugumu gézlenmistir. Bu galigma ile ilgili sonuglar Tablo

4.1’de verilmigtir.
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Tablo 4.1. (0.0, 0.5, 2.0, 4.0, 10.0, 20.0 mg/l ) diizeylerinde IAA ve BAP igeren MS
ortamu iizerinde kiiltiire alinan Paulownia tomentosa’nin yaprak sapi-ile beraber
yaprak eksplantlarindan elde edilen kallus degerleri

Hormon Kombinasyon ve Kallus
Konsantrasyonlar (mg/1)

Kontrol (MS Bazal)

2.0 BAP

4.0 BAP

10.0 BAP

20.0 BAP

0.5 IAA

0.5IAA +2.0 BAP

0.5IAA +4.0 BAP

0.5 IAA + 20.0 BAP
2.0 IAA

2.0 IAA +2.0 BAP
2.0 IAA +4.0 BAP
2.0 IAA +10.0 BAP
2.0 IAA +20.0 BAP
40 IAA -
4.0 IAA +2.0 BAP -
4.0 IAA +4.0 BAP n
4.0 IAA +10.0 BAP Far
4.0 IAA +20.0 BAP -
10.0 IAA -
10.0 IAA + 2.0 BAP ++
10.0 IAA + 4.0 BAP n
10.0 IAA + 10.0 BAP T+
10.0 IAA + 20.0 BAP T

+  :025cm’
++ :0.5cm?
+++ : 1.0 cm?

T
7
=
T
m
7
r-
0.5 IAA + 10.0 BAP ay
—
+++
+++
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Tablo 4.1 *de gériildiigii gibi en fazla kallus olusumu 2.0 mg/l IAA ve 4.0 mg/l BAP,
2.0 mg/l IAA ve 10.0 mg/l BAP, 4.0 mg/l TAA vel0 mg/l BAP, 10.0 mg/l IAA ve
10.0 mg/l BAP ilaveli MS ortamlarinda meydana gelmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. 2.0 mg/l IAA ve 10.0 mg/l BAP igeren MS (1962) ortami lizerinde kiiltiire
alinan yaprak eksplantlarindan geligen kalluslar

Somatik embriyogenesis amaci ile yapilan diger bir ¢alismada da stok
soliisyonlardan hazirlanan MS ortami ve Difco Bacto-Agar (8gr /1) kullanilmistir. Bu
amacla MS ortamina NAA/BAP hormonlari (0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 7.0 mg/l)
diizeylerinde ilave edilerek elde edilen ortamlar iizerinde yaprak sapi eksplantlart
24/10/2001 tarihinde kiiltire alinmig, somatik embriyogenesis tesvik edilmeye
caligilmigtir. Yaklagik 6 - 8 hafta sonunda elde edilen sonuglarda sadece kallus

olusumu gézlenmistir. Bu ¢alisma ile ilgili sonuglar Tablo 4.2 de verilmistir.
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Tablo 4.2. (0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 7.0 mg/l) diizeylerinde NAA ve BAP
iceren MS ortamu {izerinde kiiltiire alinan Paulownia tomentosa 'mn yaprak sapi
eksplantlarindan elde edilen kallus degerleri

Hormon Kombinasyon ve Kallus

Konsantrasyonlar: (mg /1)
Kontrol (MS Bazal) =
1.0 BAP -
3.0 BAP %
5.0 BAP 5
7.0 BAP -
0.1 NAA =
0.1 NAA + 1.0 BAP E
0.1 NAA +3.0 BAP -
0.1 NAA +5.0 BAP -
0.1 NAA + 7.0 BAP -
0.5 NAA -

0.5 NAA + 1.0 BAP =

0.5 NAA +3.0 BAP -

0.5 NAA + 5.0 BAP C

0.5 NAA + 7.0 BAP -
1.0 NAA =

1.0 NAA +1.0 BAP +

1.0 NAA +3.0 BAP =

1.0 NAA +5.0 BAP
1.0 NAA +7.0 BAP

2.0 NAA =
2.0 NAA +1.0 BAP A
2.0 NAA +3.0 BAP FHE
2.0 NAA +5.0 BAP i+
2.0 NAA +7.0 BAP -
* :0.25 cm”

++  :05cm?
++ :1.0 cm?



20

Tablo 4.2 *de goriildiigii gibi en fazla kallus olusumu 2.0 mg/l NAA ve 3.0 mg/l
BAP, 2.0 mg/l NAA ve 5.0 mg/l BAP ilaveli MS ortamlarinda meydana gelmistir
(Sekil 4.2).

Sekil 4.2. 2.0 mg/l IAA ve 3.0 mg/l BAP igeren MS (1962) ortam tizerinde kiiltiire
alinan yaprak sapi eksplantindan gelisen kalluslar

Somatik embriyogenesis amaci ile in vivo’da yetisen bitkiden alinan eksplantlar ile
yapilan diger bir cahismada hazir MS (Sigma) ortami (%3 sakkaroz) ve Difco Bacto-
Agar (8gr /1) kullanilmigtir. Bu amagla MS ortamina NAA/BAP hormonlar1 (0.0, 0.1,
0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 7.0 mg/l ) diizeylerinde ilave edilerek elde edilen ortamlar
iizerinde yaprak sapi eksplantlari 08-11-2001 tarihinde kiiltiire alinmis, somatik
embriyogenesis tesvik edilmeye c¢alisilmistir. Eksplantlarda herhangi bir gelisme

kaydedilmemis ve eksplantlarin karardig1 gozlenmistir.
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4.1.2. In vitro’da gelisen bitkilerden somatik embriyogenesis
4.1.2.1. Tohumlarm in vitro’da ¢imlendirilmesi

Tohumlarin in vitro’da ¢imlendirilmesi amaci ile yapilan calismalarda stok
soliisyonlardan hazirlanan MS (1962) Bazal Ortami (%3 sakkaroz iceren) ve /2 MS
Ortami (%] sakkaroz igeren) kullanilmistir. Tohumlar 16 saat 151k 8 saat karanlik
olan klima odalarinda ¢imlendirilmistir. 7-8 hafta sonunda yapilan degerlendirmeler,
iki farkli ortama yerlestirilen tohumlarin ¢imlenme yiizdeleri Tablo 4.3. de

verilmistir.

Tablo 4.3. In vitro’da Paulownia tomentosa tohumlarinin MS (1962) bazal ortami
(%3 sakkaroz igeren) ve 2 MS ortami (%1 sakkaroz i¢eren)’nda ¢imlenme yiizdeleri

Ortamlar Cimlenme Yiizdeleri
MS Bazal Ortami (%3 sakkaroz) %20-25
%4 MS Ortami (%1 sakkaroz) %35-40

Tablo 4.3.’de goriildiigii gibi tohumlar 5 MS Ortam1 (%1 sakkaroz)’nda (Sekil 4.3.b)
MS Bazal Ortami (%3 sakkaroz)’na (Sekil 4.3.a) gére daha fazla cimlenme

gdstermistir.

Sekil 4.3. MS (%3 sakkaroz igeren) (a) ve 2 MS (%] sakkaroz igeren) (b)
ortamlarinda ¢imlenen tohumlar
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4.1.2.2.In vitro’da tohumdan ¢imlendirilen bitkilerden somatik embriyogenesis

Somatik embriyogenesis amaci ile yapilan g¢alismada hazir MS (Sigma) (%3
sakkaroz) ortami ve Difco Bacto-Agar (8gr /) kullanilmistir. Bu amagla MS
ortamina NAA/ BAP hormonlar1 (0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 7.0 mg/l )
diizeylerinde ilave edilerek, elde edilen ortamlar tizerinde yaprak sapi ile beraber
yaprak, st stirgin ucu ve kok eksplantlari 09-10-2001 tarihinde kiiltiire alinmus,
somatik embriyogenesis tesvik edilmeye ¢aligilmistir. Yaklagik 7-8 hafta sonunda
sonuglar eksplantlara gore elde edilen siirgiin sayisi, kok sayisi ve kallus agirligy

olarak Sekil 4.4’de verilmistir.
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Sekil 4.4. (0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 7.0 mg/l) diizeylerinde NAA ve BAP

iceren MS ortami iizerinde kiiltiire alinan Paulownia tomentosa *nin yaprak (sapi ile
beraber), siirgiin ucu ve kok eksplantlarindan elde edilen siirgiin sayis1 (a), kok sayist

(b) ve kallus agirhg: (c) degerleri
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Sekil 4.4. a’da goriildiigii gibi; yaprak eksplantindan en fazla sayida siirgiin 1,2 adet
olup 1.0 mg/l NAA ve 5.0 mg/l BAP ilave edilen MS ortamindan elde edilmistir ve 6
cm ile en uzun siirgiin de bu kombinasyondan saglanmistir (Sekil 4.5.a). Siirgiin ucu
eksplantindan elde edilen en fazla siirgiin sayist 6,4 adet olup 0.1 mg/l NAA ve 7.0
mg/l BAP ilaveli MS ortamindan elde edilmistir (Sekil 4.5.b). Bu eksplanttan elde
edilen en uzun siirgiin ise 13 cm olup 5.0 mg/l BAP ilaveli MS ortaminda

gbzlenmistir. Kok eksplantindan ise higbir kombinasyonda siirglin olusumuna

rastlanilmamustir.

Sekil 4.5. a. 1.0 mg/l NAA ve 5.0 mg/l BAP igeren MS ortam iizerinde kiiltiire
alinan yaprak eksplantindan geligen siirgiinler b. 0.1 mg/l NAA ve 7.0 mg/l BAP
iceren MS ortami iizerinde kiiltiire alinan siirgiin ucu eksplantindan direk somatik
embriyogenesis ile gelisen siirgtinler
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Sekil 4.6. Siirgiin ucu eksplantindan indirek somatik embriyogenesisle gelisen

stirgtinler

Sekil 4.4. b’de verildigi gibi; yaprak eksplantindan en fazla sayida kok 1,4 adet olup
2.0 mg/l NAA ve 1.0 mg/l BAP igeren MS ortamindan elde edilmis (Sekil 4.7.a), 1,9
cm ile en uzun kok gelisimi ise 2.0 mg/l NAA ve 5.0 mg/l BAP ilaveli MS
ortaminda saglanmigtir. Siirgiin ucu eksplantindan elde edilen en fazla kok sayis1 5.3
adet olup 1.0 mg/l NAA ilave edilen MS ortamindan elde edilmis (Sekil 4.7.b), en
uzun kok ise 6,25 cm ile 1.0 mg/l BAP ilaveli MS ortaminda saglanmistir. Kok

eksplantinda ise herhangi bir kok olusumu gozlenmemistir.
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Sekil 4.7. a. 2.0 mg/l NAA ve 1.0 mg/l BAP igeren MS ortamu iizerinde kiiltiire
alinan yaprak eksplantindan gelisen kokler b. 1.0 mg/l NAA igeren MS ortami
iizerinde kiiltiire alinan siirgiin ucu eksplantindan gelisen kokler

Sekil 4.4. ¢’de verildigi gibi ; yaprak eksplantindan 129,6 gr ile 2.0 mg/l NAA ve 5.0
mg/l BAP igeren (Sekil 4.8.a) , siirgiin ucu eksplantindan ise 101,7 gr ile 2.0 mg/l
NAA ve 3.0 mg/l BAP ilave edilen (Sekil 4.8.b) ve kok eksplantindan da 95,7 gr ile
0.5 mg/l NAA ve 5.0 mg/l BAP ilaveli (Sekil 4.8.c) MS ortamlarindan en fazla

agirlikta kallus olusumu saglanmugtir.
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Sekil 4.8. a.2.0 mg/l NAA ve 5.0 mg/l BAP igeren MS ortam {izerinde kiiltiire alinan
yaprak eksplantindan gelisen kallus

b.2.0 mg/l NAA ve 3.0 mg/l BAP igeren MS ortami iizerinde kiiltiire alinan siirgiin
ucu eksplantindan gelisen kallus

¢.0.5 mg/l NAA ve 5.0 mg/l BAP igeren MS ortamu iizerinde kiiltiire alinan kok
eksplantindan geligen kallus
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Somatik embriyogenesis amaci ile yapilan diger bir ¢alismada yine hazir MS (Sigma)
(%3 sakkaroz) ortami ve Difco Bacto-Agar (8gr/l) kullanilmistir. Bu amagla MS
ortamina IAA/ BAP hormonlari (0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 7.0 mg/l)
diizeylerinde ilave edilerek, elde edilen ortamlar iizerinde yaprak sapi ile beraber
yaprak, (st siirglin ucu, gdvde ve kok eksplantlart 12-02-2001 tarihinde kiiltiire
alinmis, somatik embriyogenesis tesvik edilmeye ¢aligilmistir. Yaklasik 7-8 hafta
sonunda sonuglar eksplantlara gore elde edilen siirgiin sayisi ve kok sayisi olarak

Sekil 4.9°de, kallus olusumu olarak da Tablo 4.4’ de verilmistir.
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Sekil 4.9. (0.0,0.1,0.5,1.0,2.0,3.0,5.0, 7.0 mg/l) diizeylerinde IAA ve BAP
igeren MS ortami iizerinde kiiltiire alinan Paulownia tomentosa *nin yaprak (sap ile
beraber), siirgiin ucu, gévde ve kok eksplantlarindan elde edilen siirgiin sayisi (a) ve
kok sayisi (b) degerleri
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Tablo 4.4. (0.0,0.1,0.5,1.0,2.0,3.0,5.0, 7.0 mg/l) diizeylerinde NAA ve BAP
igeren MS ortamu iizerinde kiiltiire alinan Paulownia tomentosa *min yaprak (sapt ile
beraber), siirgiin ucu, gévde ve kok eksplantlarindan elde edilen kallus degerleri

Hormon Kombinasyon ve Siirgiin
Konsantrasyonlan (mg/l) Yaprak ucu Govde Kok
MS BAZAL(KONTROL) - - = =
1.0 BAP - - - -
3.0 BAP & + + -
5.0 BAP + + - +
7.0 BAP - * + #
0.11AA s = = -
0.1 1AA + 1.0 BAP - - - &
0.11AA + 3.0 BAP & L3 - 3
0.1 IAA + 5.0 BAP + - - &
0.11AA + 7.0 BAP + - + +
0.5 1AA - - - -
0.5 1AA + 1.0 BAP - - - i
0.5 1AA + 3.0 BAP g + - ik
0.5 1AA + 5.0 BAP + + - +
0.5 1AA + 7.0 BAP 2 H - -
1.0 IAA - - - -
1.0 IAA + 1.0 BAP + + & +
1.0 IAA + 3.0 BAP i = z +
1.0 I1AA + 5.0 BAP + - = +
1.0 IAA + 7.0 BAP + + + +
2.0 IAA + - - -
2.0 1AA + 1.0 BAP - - - +
2.0 IAA + 3.0 BAP - - - +
2.0 IAA + 5.0 BAP + - 4 i
2.0 IAA + 7.0 BAP + + + +
- :Kallus yok

+ : Kallus var
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Sekil 4.9. a’da goriildiigii gibi; yaprak eksplantindan en fazla sayida elde edilen
siirgiin 3,6 adet olup 0.1 mg/l IAA ve 7.0 mg/l BAP ilave edilen MS ortamindan elde
edilmigtir ve 0.8 cm ile en uzun siirgin de 2.0 mg/l IAA ve 5.0 mg/l BAP
kombinasyondan saglanmugtir. Siirgiin ucu eksplantindan en fazla sayida elde edilen
siirgiin 6,3 adet olup 0.5 mg/l IAA ve 5.0 mg/l BAP ilaveli MS ortamindan elde
edilmistir. Bu eksplanttan elde edilen en uzun siirgiin ise 2 cm olup 5.0 mg/l BAP
iceren MS ortaminda gdzlenmistir. Govde eksplantindan ise en fazla elde edilen
siirgiin sayisi 11,5 adet olup 3.0 mg/l BAP ilaveli MS ortamindan elde edilmistir ve
3.3 cm ile en uzun siirgiin de 0.1 mg/l IAA ve 1.0 mg/l BAP ilave edilen MS
ortamindan saglanmigtir (Sekil 4.10.b). Son olarak kok eksplantinda ise higbir

gelismeye rastlaniimamuistir.

Sekil 4.10. a.Govde eksplantindan direk somatik embriyogenesis b. 3.0 mg/l BAP
iceren MS ortami iizerinde kiiltiire alman giovde eksplantindan gelisen siirgiinler c.
govde eksplantindan indirek somatik embriyogenesis
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Sekil 4.9. b’de verildigi gibi ; yaprak eksplantindan en fazla sayida elde edilen kok
2,4 adet olup 2.0 mg/l IAA ilaveli MS ortamindan elde edilmistir ve 1,8 cm ile en
uzun kok gelisimi ise 2.0 mg/l IAA igeren MS ortaminda saglanmistir. Siirglin ucu
eksplantindan en fazla elde edilen kok sayis1 3 adet olup , 2.0 mg/l IAA ilaveli MS
ortaminda elde edilmistir , en uzun kék ise 4 cm ile 1.0 mg/l IAA ile 3.0 mg/l BAP
ve 2.0 mg/l IAA ilave edilen MS ortamlarindan saglanmustir. Gévde eksplantindan
ise en fazla elde edilen kok sayis1 2 adet olup 1.0 mg/l IAA ilaveli MS ortamindan
saglanmistir ve 3 cm ile en uzun kék 2.0 mgl IAA ve 5.0 mg/l BAP
kombinasyonundan elde edilmistir. Diger bir eksplant olan kokten ise en fazla sayida
elde edilen kok 4.8 adet olup 2.0 mg/l IAA igeren kombinasyondan saglanmigtir ve 2

cm ile en uzun kok de bu kombinasyondan saglanmugtir.

Somatik embriyogenesis amaci ile yapilan son ¢alismada ise diger iki denemede
oldugu gibi hazir MS (Sigma) (%3 sakkaroz) ortam: ve Difco Bacto-Agar (8gr /1)
kullamlmugtir. Bu amagla MS ortamina IAA/ Kinetin hormonlan (0.0, 0.1, 0.5, 1.0,
2.0, 3.0, 5.0, 7.0 mg/l) diizeylerinde ilave edilerek, elde edilen ortamlar lizerinde
yaprak sapi ile beraber yaprak, iist siirgiin ucu, govde ve kok eksplantlar1 27-06-2002
tarihinde kiiltiire alinmis, somatik embriyogenesis tesvik edilmeye ¢aligilmigtir.
Yaklagik 7-8 hafta sonunda sonuglar eksplantlara gore elde edilen siirgiin sayisi ve

kok sayist olarak Sekil 4.11°de, kallus olusumu olarak da Tablo 4.5° de verilmistir.
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Sekil 4.11. (0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 7.0 mg/l) diizeylerinde IAA ve Kinetin
iceren MS ortami iizerinde kiiltiire alinan Paulownia tomentosa *nin yaprak (sap: ile
beraber), siirgiin ucu, govde ve kok eksplantlarindan elde edilen siirgiin sayisi (a) ve
kok sayisi (b) degerleri
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Tablo 4.5. (0.0, 0.1,0.5,1.0,20,3.0,50, 7.0 mg/l) diizeylerinde IAA ve
Kinetin igeren MS Ortamu tizerinde kiiltiire alinan Paulownia tomentosa *nin yaprak
(sap1 ile beraber), siirgiin ucu, gévde ve kok eksplantlarindan elde edilen kallus
degerleri

Hormon Kombinasyon ve

Konsantrasyonlari (mg/l) Yaprak  |Siirgiin ucu| Govde Kok
MS BAZAL(KONTROL) - - = 4
1.0 Kinetin - + + +
0.11AA & a 3 m
0.1 1AA + 1.0 Kinetin + + 2 +
0.1 1AA + 3.0 Kinetin - + - +
0.1 IAA + 5.0 Kinetin - + w +
0.1 IAA + 7.0 Kinetin + + a 3
0.5 IAA e A 5 a
0.5 IAA + 1.0 Kinetin + = 5 =
0.5 IAA + 5.0 Kinetin * + + «
0.5 IAA + 7.0 Kinetin + + + +
2.0 IAA + 1.0 Kinetin + + o 5
2.0 IAA + 3.0 Kinetin + + + -
2.0 IAA + 5.0 Kinetin + = + A
- :Kallus yok

+ : Kallus var

Sekil 4.11.a’da goriildugii gibi ; yaprak ve kok eksplantlarindan olugan herhangi bir
siirgiin gelisimine rastlanilmamigtir. Siirgiin ucu eksplantindan en fazla sayida elde
edilen siirgiin 6,5 adet olup 2.0 mg/l IAA ve 3.0 mg/l Kinetin igeren MS ortamindan
elde edilmistir. Bu eksplanttan elde edilen en uzun stirgiin ise 8 cm olup 2.0 mg/l
IAA ve 5.0 mg/l Kinetin igeren MS ortaminda gézlenmistir. Gévde eksplantindan ise
en fazla elde edilen siirgiin sayist 8 adet olup 2.0 mg/l IAA ve 5.0 mg/l Kinetin
ilaveli MS ortamindan elde edilmistir ve 6.5 cm ile en uzun siirgiin de 0.1 mg/l IAA

ilave edilen MS ortamindan saglanmistir.

Sekil 4.11.b’de verildigi gibi ; yaprak eksplantindan sadece 0.5 mg/l IAA igeren MS

ortammda kok gelisimi gozlenmis (1.4 adet), diger kombinasyonlarda boyle bir
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gelisime rastlanilmamugtir. Siirgiin ucu eksplantindan en fazla elde edilen kok sayisi
3 adet olup, 0.1 mg/l IAA ilaveli MS ortaminda elde edilmistir, en uzun kok ise 7 cm
ile 0.5 mg/l IAA ve 1.0 mg/l Kinetin igeren MS ortamindan saglanmistir. Gévde
eksplantindan ise en fazla elde edilen kok sayisi 1 adet olup 1.0 mg/l Kinetin, 0.1
mg/l TAA, 0.1 mg/l IAA + 3.0 mg/l Kinetin ve 0.1 mg/l IAA + 5.0 mg/l Kinetin
ilave edilen MS ortamlarindan saglanmigtir ve 7.3 cm ile en uzun kok de 2.0 mg/l
IAA ve 1.0 mg/l Kinetin kombinasyonundan elde edilmistir. Diger bir eksplant olan
kokten ise en fazla sayida elde edilen kok 9 adet olup 0.5 mg/l TAA + 1.0 mg/l
Kinetin ilave edilen kombinasyondan saglanmistir ve 4.5 cm ile en uzun kok de 0.5

mg/l [AA ilaveli kombinasyondan saglanmistir.
4.1.2.3. In vitro’da gelisen bitkilerin koklendirilmesi

Elde edilen siirgiinlerin koklendirilmeleri amact ile, MS ortami (Sigma) (%3
sakkaroz) ve Difco Bacto-Agar (8 gr/l) kullanilmistir. Bu amagla MS ortamina IAA/
NAA hormonlart ( 0.0, 0.5, 1.0, 2.0 mg/l) diizeylerinde ilave edilerek bu ortamlar
lizerinde in vitro’da geligen siirgiinler 16-05-2002 tarihinde kiiltlire alinmigtir.
Yaklasik 7 — 8 hafta sonunda sonuglar elde edilen kok sayisi ve k6k uzunlugu olarak

Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12. (0.0, 0.5, 1.0, 2.0 mg/l) diizeylerinde IAA ve NAA igeren MS ortami
tizerinde kiiltiire alinan Paulownia tomentosa siirgtinlerinden gelisen koklerin say1 ve
uzunluk degerleri
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Sekil 4.12°de verildigi gibi biitiin kombinasyonlarda siirgiinlerden kok gelisimi
gozlenmistir (Sekil 4.13). En fazla gelisen kok sayisi 8.33 adet olup 0.5 mg/l IAA ve
1.0 mg/l NAA igeren MS ortaminda gozlenmistir(Sekil 4.14.a). 8.07 cm ile en fazla
kok uzunlugu 2.0 mg/l TAA ve 1.0 mg/l NAA ilaveli MS ortamindan saglanmigtir

(Sekil 4.14.b).

Sekil 4.13. IAA ve NAA iceren MS ortamu iizerinde kiiltiire alinan siirgiinlerinden

gelisen kokler

a. Kontrol (MS Bazal)

c. 1.0 mg/INAA

e. 0.5 mg/l IAA

g. 0.5 mg/l TAA ve 1.0 mg/l NAA
1. 1.0 mg/l IAA

k. 1.0 mg/1 IAA ve 1.0 mg/I NAA
m. 2.0 mg/l TAA

0.2.0 mgll TAA ve 1.0 mg/l NAA

b. 0.5 mg/INAA

d. 2.0 mg/I NAA

f. 0.5 mg/l IAA ve 0.5 mg/l NAA
h. 0.5 mg/l [AA ve 2.0 mg/I NAA
i. 1.0 mg/l IAA ve 0.5 mg/I NAA
1. 1.0 mg/l IAA ve 2.0 mg/l NAA
n. 2.0 mg/l TAA ve 0.5 mg/l NAA
6.2.0 mg/1 TAA ve 2.0 mg/l NAA



36

Sekil 4.14. 0.5 mg/l TAA ve 1.0 mg/l NAA (a) ile 2.0 mg/l IAA ve 1.0 mg/l NAA (b)
ortamlarinda kiiltiire alinan siirgiinlerden geligen kokler (Sol tarafta bulunan bitkiler
kontrol grubu olarak alinmistir).

4.1.2.4. In vitro’da koklenen bitkilerin topraga aktarilmasi

3.2.2.2.4.°de belirtildigi sekilde hazirlanan karigimlara aktarilan koklendirilmis
stirgiinler Sekil 4.15 de verilmistir.

Sekil 4.15. Topraga aktarilan 1 aylik Paulownia tomentosa bitkisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Bitki doku kiiltiirli tekniklerinde meydana gelen gelismeler, klonal ve non klonal
bitki materyallerinin elde edilmesine olanak sagladi:i gibi istenilen kosullara
ayarlanabilen klima odalarinda kiigiik bir alanda yapilabilen ¢aligmalar ile klasik
islah yoéntemlerinin pek ¢ok dezavantajlarimin ortadan kalkmasimi miimkiin hale
getirmigtir. Ayrica bu gelismeler kiiltlir bitkileri tizerinde genetik g¢aligmalar
yapilmasm olas1 hale getirmig, bitki patolojisi tizerinde genis uygulama alam

bulmus, istenilen 6zellige sahip bitkilerin rejenerasyonuna olanak saglamistir.

Bu ¢alismada in vitro bitki doku kiiltiirii tekniklerinden yararlanarak P.fomentosa’nin
iiretilmesi amaglanmistir. Bu amacin dogrultusunda bitki hiicrelerinin totipotens
Ozelliginden faydalanilarak somatik embriyogenesis yoluyla tek bir hiicreden tiim
bitki elde edilmeye ¢alisimustir. Iz vitro kosullarinda farkli oksin/sitokinin
kombinasyonlar1 iizerinde Kkiiltiire alinan eksplantlardan ¢ok sayida bitkinin

rejenerasyonu yapilarak, klonal iiretim saglanabilir.

4.1.1.’de verilen sonuglara gore in vivo’da yetisen bitki eksplantlarinin kullanildig
¢alismalarda siirgiin olusumu go6zlenmemis, sadece kallus gelisimi meydana
gelmistir. Bergman vd.(1997)’nin yaptiklann c¢alijmada ise in vivo’da yetigen
P.cv.Henan , P fortunei ve P.elogata tiirlerinin yaprak ve yaprak sap: eksplantlan
kullanilarak, 0.2-0.5 mg/l NAA ve 5.0-7.0 mg/l BAP ilave edilen MS ortamlarinda

maksimum diizeyde siirgiin olusumu saglanmigtir.

Eksplant elde etmek amaci ile P.fomentosa tohumlar: iki farkli ortamda kiiltiire
alinmig ve %3 sakkaroz igeren MS bazal ortaminda %20-25 oraninda ¢imlenme
g6zlenirken, %1 sakkaroz igeren Y2 MS ortaminda % 35-40 oraminda ¢imlenme
g6zlenmigtir. BAP ile NAA hormonlarinin ve in vitro’da gelisen bitki eksplantlarinin
(yaprak, siirgiin ucu ve kék) kullanildig: denemede 0.1 mg/l NAA + 7.0 mg/l BAP ve
0.5 mg/l NAA + 7.0 mg/l BAP ilaveli MS ortamlarinda diger kombinasyonlara
oranla daha fazla sayida siirgiin, siirgiin ucu eksplantindan elde edilmistir.

Sonuglardan da goriildiigii gibi bu denemede diisiikk oranda NAA ile yiiksek oranda
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BAP siirgiin olusumunda daha etkili olmustur. 0.1 mg/l NAA + 7.0 mg/l BAP
ortaminda stirgtinler (6.41 adet) kallustan indirek olarak gelisirken, 0.5 mg/l NAA +
7.0 mg/l BAP ortaminda siirgtinler (5.5 adet) direk somatik embriyogenesis yoluyla

geligmislerdir.

BAP ile IAA hormonlarinin ve yine eksplant kaynagi olarak in vitro’da gelisen
bitkilerin ( yaprak, stirgiin ucu, kok ve gévde) kullanildig1 diger bir denemede 3.0
mg/l BAP ve 0.1 mg/l IAA + 3.0 mg/l BAP igeren MS ortamlarinda gévde
eksplantindan diger kombinasyonlara oranla daha fazla sayida siirgiin elde edilmistir.
3.0 mg/l BAP igeren ortamdan 11.5 adet siirgiin indirek somatik embriyogenesisle,
0.1 mg/l IAA + 3.0 mg/l BAP ilaveli ortamdan ise gelisen 10.5 adet siirgiin direk

somatik embriyogenesis yoluyla olmugtur.

In vitro’da yetisen bitki eksplantlan agisindan degerlendirildiginde kok
eksplantindan siirgiin gelisimi gézlenmezken, yaprak, siirglin ucu ve goévde
eksplantlarindan siirgiin elde edilmig ve bu eksplantlar arasinda da en fazla sayida

stirgiinii gévde vermistir.

Rao vd.(1996) tarafindan yapilan bir ¢alismada P.kawakamii, P.tomentosa ve
P.tomentosa % P fortunei’nin in vitro’'da tohumdan ¢imlenen yaprak eksplantlarinin
kullanilmas: ile siirgiin eldesi i¢in optimum ortamin 50 pM BAP ve 10 pM TAA ilave
edilen MS ortami oldugu saptanmigtir. Bu ortamda her yaprak eksplantindan 4 ay
kiiltiire = alma  periyodundan sonra  40’in  lizerinde  siirgiin  elde
edilmigtir.P.catalpifolia’min meristem kiilttirlerinde yaprak ve petiol eksplantlarinin
alimip; MS ortamin denendigi diger bir ¢aligma da siirglin gelisimi i¢in en uygun
ortamin 0.5 mg/l NAA ve 8.0 mg/l Kinetin ilave edilen MS ortami oldugu
saptanmigtir. Bu ¢aligmada her eksplanttan maksimum 7 stirgtin elde edilmistir (Song
vd., 1991). Chang vd.(1992)’nin yaptig1 ¢aligmada aseptik kosullarda kiiltiire alinan
P.elongata fidelerinin yaprak, internod, nod ile stirgiin uglar1 kullanilmig ve yaprak
kallusundan 0.1 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BAP ortaminda en iyi siirgiin iiretimi
saglanmstir (25mm? segmentten 50 siirgiin olugmugtur).Siirgiin elde etmek amaciyla
bagka bir caligmada Rao vd. (1993) tarafindan yapilmigtir. Bu c¢alismada
P fortunei’nin in vitro’da biiyliyen stirgiinlerinin petiollerinin son kisimlan
kullamlarak , 20 pM BAP ve 4 puM NAA ilaveli MS ortaminda ¢ok sayida slirgiin

elde edilmigtir.
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Yukarida verilen ¢aligmalarda farkli eksplantlar kullanilarak farkli sayida ve
miktarda hormon igeren ortamlardan degisik sayilarda siirgiinler elde edilmistir. Bu
tezin kapsaminda yapilan ¢aligmalarda ise yaprak (sapi ile beraber), govde siirgiin
ucu ve kok gibi farkli eksplantlar, NAA, IAA, BAP ve Kinetin gibi hormonlarinda
farkli kombinasyon ve konsantrasyonlar1 kullanilmis ve bu ¢aligmalar sonucunda da
direk siirgiin olugumunda en iyi sonucu eksplant olarak gévde, besin ortamu olarak da
0.1 mg/l IAA + 3.0 mg/l BAP ilaveli MS ortami vermistir. Gerek daha 6nce yapilan
caligmalar gerekse de bu tez kapsaminda yapilan galismalarda birbirinden farkl
sonuglar elde edilmigti. Bu farkli sonuglara, eksplant kaynafi agisindan
bakildiginda; doku kaynagi olarak kullamlan organ, organin ontogenetik ve
fizyolojik yasi, eksplantin bitkiden alindii donem, eksplantin biyukligi ve
eksplantin alindig1 bitkinin yetisme sartlari (serada, tarlada ve in vitro’da yetismesi
gibi) neden olabilir (Babaoglu vd., 2001).Yine bunun yam sira kullanilan besin
ortaminin stoklardan hazirlanmasi yada hazir olarak kullamilmasi, farkli firmalardan
elde edilen kimyasallann farkliliklan, klima odalarindaki 15181n siddeti ve periyodu

gibi ¢ok farkli etkenler farkli sonuglar alinmasinin nedenleri arasinda olabilir.

Tezin amaglan dogrultusunda yapilan ¢aligmalarda kallus gelisimine biitiin
eksplantlarda rastlamlmus, yalmz fazla miktarda kallus yaprak eksplantindan, 2.0
mg/l NAA + 5.0 mg/l BAP igeren ortamda saglanmstir.

Chang vd. (1992)’nun P. elongata , Rao vd. (1996)’mn P.kawakamii , P.tomentosa ve
P.tomentosa x P. fortunei’nin in vitro’da gelisen stirgiinleri koklendirmek amaciyla
yaptiklar ¢aligmalarda MS bazal ortaminda stirgiinlerin istenilen sekilde kéklendigi
sonucunu elde etmislerdir. Bergmann ve Whetten (1998) ise P.elongata siirgiinlerini
MS bazal ortamda koéklendirmis fakat 0.2 mg/l NAA ve 0.4 mg/l IBA ilaveli MS
ortaminda daha kisa siirede ve ¢ok sayida kok gelistigini kaydetmislerdir. Bu tezin
igeriginde yapilan galigmalarda ise siirgiin elde etmek amaciyla farkhi ortamlara
yerlestirilen eksplantlarin bir kisminda kok gelisimi gozlenmis , 0.5 mg/l IAA igeren
ortamda ise siirgiin ucu eksplantinda 12 tane kok geliserek diger Grneklere oranla
daha fazla sayida bir gelisme saglanmigtir. Geligen stirgiinlerin koklendirilmesi igin
yapilan ¢aligmada ise 0.5 mg/l IAA igeren ortamda sadece 2.6 adet kdk geligmistir.
Ayni ortamin kullamlmasina ragmen birbirinde farkl1 iki sonucun elde edilmesinde ,

birinde siirgiin ucu eksplantinin kullanilmasi, eksplatin boyu ve bu eksplantin ortama
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yatay olarak vyerlestirilmesi, digerinde ise siirgiiniin tamaminin kullamimasi,
stirgiiniin boyu ve dikey olarak ortama yerlestirilmesi ve ayrica doku par¢alarinin
igerdigi endogen hormon miktarimn farkli diizeylerde olmasinin neden olabilecegi
diistintilebilir. K6klendirme ¢aligmalarinda en fazla elde edilen kok sayis1 8 adet olup
0.5 mg/l IAA + 0.5 mg/l NAA ve 2.0 mg/l IAA + 1.0 mg/l NAA igeren ortamlarda
gozlenmistir. Yalmz gelisen koéklerin uzunluklar1 kiyaslandiginda 8.07 cm koék
uzunlugu ile 2.0 mg/l IAA + 1.0 mg/l NAA ilave edilen ortam diger ortama oranla
daha elverisli olmustur.

Sekil 4.12 de goriildiigii gibi bitkiler hi¢ hormon igermeyen MS bazal ortamu
tizerinde de kok olugturmuglardir. Kok olusumu igin kiiltlir ortamlar1 tizerinde kiiltiire
alinan eksplantlarin her zaman kék olusturabilmeleri i¢in oksine gerek duymayacagi
bitki dokusu igerisinde endogen olarak tesekkiil eden oksinlerinde kéklenme de etkili
oldugu arastiricilar tarafindan vurgulanmaktadir (Start ve Cumming, 1976; Cooke,
1977).
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EKLER

EK 1. MS Ortaminin Kimyasal Bilesenleri

KIMYASAL

NH4NO;
CaCL. 2H,0
KNO;

H3BO;
KH,PO,

"KI
Na;Mo04.2H,0
CoClI,. 6H,0
MgS0O4. TH,0
MnS04.H,0
ZnS04.7H,0
CuS04.5H,0
FeSO4. TH,0
Na;EDTA-2H,0
Thiamine HCI
Pyridoxine HCI
Nicotinic HCI
Glycine
Myo-inositol
Sucrose

Agar

mg/lt

1650
440
1900
6.2
170
0.83
0.25
0.025
370
16.9
8.6
0.025
27.8
37.3
0.1
0.5
0.5
2.0
100
30 g/t
8-10 gr/lt
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EK 2. Stok Soliisyonlar

Kimyasallar

A-  H;BO;
KH,PO,
K1
Na;Mo004.2H,0
CoCl,. 6H,0

B-  MgSO,. 7H,0
MnSO4.H,0
ZnS0,4.7H,0
CuS04.5H,0

C- FeSO4. 7H,0
NazEDTA-ZHzo

D-  Thiamine HCI
Pyridoxine HCI
Nicotinic HCI
Glycine

Oranlar (mg/100 ml)

62
1700
8.3
2.5
0.25

3700
169
86
0.25

278
373

20

EK 3. Sonradan Ilave Edilen Kimyasallar

Kimyasal

NH4NO3
CaCl,. 2H,0
KNO;
Myo-inositol
Sucrose

Agar

mg/lt

1650

440

1900

100

30 g/it
8-10 gr/lt
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