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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

GYPSOPHILA ARROST/’NIN IN VITRO’DA BOR’A TEPKISININ BELIRLENMESI
VE MIKROCOGALTIMI

Mukaddes KOCAOGLU KAVAS
Selcuk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danigman: Yrd. Dog. Dr. Mustatfa YORGANCILAR
2012, 40 Sayfa
Jiiri
Dog. Dr. Mustafa HARMANKAYA
Yrd. Dog. Dr. Mustata YORGANCILAR
Yrd. Dog. Dr. Semiha ERISEN

Bu arastirmada, Gypsophila arrosti L. bitkisinin in vitro sartlarda bor elementine kars1 tepkisi ve
mikro ¢ogaltim Kkabiliyeti aragtirilmigtir. Bor denemesi igin tohumlar, 0, 10, 20, 40, 80 mg/l Bor (B)
iceren MS ortamlarinda kiiltiire alinmig ve tohumlarin ¢imlenme durumlari belirlenmistir. Bitkinin bor
toleransini belirlemek i¢in ¢ikis yapan fideler 8 hafta boyunca kiiltiir ortaminda yetistirilmistir. Bu siirenin
sonunda fidelerde; bitki boyu (cm), kdk uzunlugu (cm) ve bitki agirliklar1 (g) ve bitki element icerigi
(mg/kg) belirlenmistir.

Gypsophila arrosti L. bitkisinin tohumlar1 en yiiksek (80 mg/l B) bor iceren ortamda bile
¢imlenmistir. Bor konsantrasyonu arttik¢a bitki bilylimesinin azaldig1 gériilmesine ragmen azda olsa 80
mg/l bor dozunda dahi bitkiler yasama kabiliyeti gostermistir. Arastirmada en fazla gévde uzunlugu 7.5
cm ile 20 mg/l B uygulamasindan elde edilirken, en yiiksek gévde yas (0.9 g) ve kuru (0.2 g) agirhg 10
mg/l B dozu uygulamasindan elde edilmistir. Kok uzunlugu, kok yas agirligi ve kok kuru agirlig
bakimindan bor uygulamalar1 arasinda istatistiki olarak farklilik tespit edilememistir.

Mikro ¢ogaltim igin siirgiin eksplantlart farkli konsatrasyon (0, 0.5, 1.0, 2,5 mg/l) ve
kombinasyona (BAP, KIN, ZEA, TDZ; 2,4-D, NAA vb.) sahip biiylime diizenleyicileri igeren (MS)
ortaminda kiiltiire (6 hafta) alinmigtir. Gelisen siirgiinlerden iyi durumda olanlar 0, 0.5, 1.0 mg/l IBA veya
NAA igeren MS ortaminda koklendirmeye (4 hafta) alinmistir. Buradan elde edilen kdklenmis fideler dis

ortama basarili bir gsekilde alistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gypsophila arrosti, bor, mikrogogaltim



ABSTRACT

In this study, it is searched the impact against the element boron of Gypsophila arrosti L. plant
and the ability of micropropagation of the plant. The seeds for boron trial are taken to the culture in the
MS environment containing 0, 10, 20, 40, 80 mg/l Boron(B) and the germination situations of the seeds
are determined. To determine boron tolerance of the plant, the boomed seeds are grown in the culture
environment during 8 weeks. At the end of this period, plant height (cm), root length (cm), plant weights
(9) and elemental content of plant (mg/kg) are determined on the seeds..

The seeds of Gypsophila arrosti L. plant are germinated in the environment involving the highest
boron element (80 mg/l B), as well. Although it is seen that the plant growth is decreased as boron
concentration increases, plants in 80 mg/l B dose indicate viability even a little. In the research, while the
most body lenght is derived from 7.5 cm and 20 mg/1 B implementation, the highest body wet (0.9 g) and
dry (0.2 g) weight are obtained from 10 mg/l B dose implementation. Statistically diversity between
boron applications in terms of root length, root wet weight and root dry weight could not be identified.

Shoot explants for micro propagation are taken to the culture (6 weeks) in the environment (MS)
containing growth regulator which has different concentration (0, 0.5, 1.0, 2.5 mg/l) and combination
(BAP, KIN, ZEA, TDZ; 2,4-D, NAA etc). The good ones of growing offshoots are taken to root (4
weeks) in MS environment containing 0,0.5, 1.0 mg/l IBA or NAA. The rooted seedlings obtained from

here are accustomed to outer environment successfully.

Keywords: Gypsophila arrosti, boron, micropropation
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1. GIRIS

Tiirkiye, ii¢ fitocografi bolgenin (Iran-Turan, Akdeniz ve Avrupa-Sibirya)
kesisim noktasinda yer alan, Anadolu’nun en eski yerlesim merkezlerinden olan
biyogesitliligi olduk¢a zengin bir tilkedir. Birgok bitki taksonu tibbi, aromatik, ila¢ ham
maddesi, boya, c¢icekcilik vs. ekonomik amagclarla kullanilmaktadir. Bu bitki
cinslerinden biri olan Gysophilanin 59 taksonunun gen merkezi de Tirkiye’dir
(Ozgelik ve Yildirim, 2011).

Tiirkiye’de Caryophyllacea familyasinin Silene (yaklasik 150 takson) ve
Dianthus (yaklasik 70 tiir)’tan sonra li¢iincii bilyiikk cinsi Gypsophila’dir (Korkmaz,
2007). Cok yillik ve otsu bir yapiya sahip olan Gypsophila tiirleri, kok yapisi itibariyle
topragi sikica sarar. Bu nedenle toprak kaymasini, su kaybini ve drenaj problemini
onlemektedir. Ayrica  Gypsophila tiirlerinin  bazilar1  siis  bitkisi  olarak
degerlendirilebilecek niteliktedirler. Gypsophila’nin baz tiirlerinin de soguk, kuraklik,
tuzluluk ve bor elementi vb. gibi dayanikliliga sahip olmasi tiirlerin ¢ok degisik
habitatlarda yetisebilmelerini saglamistir. Babaoglu ve ark. (2004), Gypsophila
perfoliata L. ve Gypsophila sphaerocephala Fenzl ex Tchihat bitkilerinin bor agisindan
hiperakiimiilatér olma potansiyeline sahip oldugunu, G. sphaerocephala Fenzl ex
Tchihat yapraklarinda yaklasik 3500 mg/kg B bulundugu halde bitkinin saglikli bir
sekilde gelistigini belirlemislerdir. Bu nedenle G. sphaerocephala Fenzl ex Tchihat ve
G. perfoliata L. bitkileri ile ayni1 cinsten olan ve tarimsal agidan iiretimi daha kolay olan
G. arrosti bitkisinin hiperakiimiilator olma potansiyelinin belirlenmesi B toksitesi
bakimindan problemli tarim alanlar1 bakimindan 6nem arz etmektedir. Ayrica suni
giibre kullanimi nedeniyle meydana gelen bor toksitesinin iiriin rekoltesinde kayip
olusturdugunu ve bu zararin ayni alanda Gypsophila tiirlerinin yetistirilmesiyle
giderilebilecegi diislinilmektedir. Kullanim alanina goére degismekle birlikte klonal
cogaltim cogu durumda gerekli olabilmektedir. Bitkinin hizli bir sekilde iiretimini
saglamak adma mikro ¢ogaltimin yapilmasi fide seklinde topraga sasirtilmasini

miumkin kilacaktir.

Halk arasinda bu cinslerin saponin bakimindan zengin ve ekonomik dnemi olan
taksonlar1 “Cdven, Covenotu, Covenkdokii, Helvakokii, Sabunotu” adiyla bilinmektedir
(Ozgelik ve Yildirim, 2011). Saponinler, kopiirme &zelliginden dolayr diger

glikozitlerden ayrlirlar. Saponinleri olusturan baslica bilesikler ise triterpen



glukozitleri, steroid glukozitleri ve steroid alkaloid glukozitleridir. Triterpenoid
saponinler yogun olarak Caryophyllaceae, Sapindaceae, Polygalaceae ve Sapotaceae
gibi ¢ift ¢enekli bitki familyalarinda bulunurlar. Gypsophila saponini, biinyesinde 1

galaktoz, 1 ksiloz, 1 arabinoz, 1 fukoz ve 1 ramnoz sekeri bulundurur (inan, 2006).

Covenler icerdigi saponin (bir ¢esit glikozit) nedeniyle pek c¢ok alanda
kullanilmaktadir. Coven rizomlarindan elde edilen ekstrakti fabrikasyon olarak sabun ve
likorlerin  imalatinda, Oksilirik ve solunum sistemleri rahatsizliklarinda, film
emiilsiyonlarinda ve kimyasal temizleyicilerde, kopiirtiicii olarak yangin sondiiriiciilerin
yapisinda, aynt zamanda icerdigi saponinlerden dolayi, beyazlatici 6zelliginin yan1 sira
gevreklik kazandirici olarak helva iiretimlerinde kullanilmaktadir (Ozgelik ve Yildirim,

2011).

‘Coven’ olarak bilinen bitkiler, degisik 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle bircok
bilim dalinmi ilgilendirmekte olup ilag, gida iiriinii, temizlik {iriinii, park ve bahgelerin
siislemesinde kullanilabilmesi nedeniyle, ziraatgilarin, gidacilarin, kimyacilarin,

eczacilarin, peyzajcilarin, tekstilci ve kuyumcularim ilgi alani icerisindedir (Inan, 2006).

Covenin bilesiminde yer alan baglica Ogeler; sekerler, resinler ve triterpen
smifinda yer alan ve albo saponin olarak adlandirilan saponinlerdir (Baytop, 1984).
Coven, saponin ekstresi elde edilen bitkilere denilmekle beraber ekstrenin kendisine de
denilebilmektedir. Ulkemizde her yil ydresel kullanim, ticareti ve dis satimi igin dogal
bitki tiirlerinden binlerce ton kok, yaprak ve ¢icek toplanmaktadir. Asir1 toplama

nedeniyle ilgili tiirlerin popiilasyonlar: baskilanmaktadir (Ozcelik ve Yildirim, 2011).

Bu ¢alisma ile kurakliga, tuzluluga dayanikli ve bor biriktirme 6zelligine sahip
olabilecek Gypsophila arrosti bitkisinin bora karsi tepkilerinin in vitro sartlarinda
belirlenmesi ve doku kiiltiirii ile mikro ¢ogaltimi hedeflenmistir. Bu bitkilerdeki
dayaniklilik mekanizmasinin anlasilmasi yapilacak olan fizyolojik diizeydeki ¢alismalar

da bir 6rnek teskil edecek niteliktedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Bitki Hakkinda Genel Bilgiler

Gypsophila L., Caryophyllaceae familyasinin iiiincii biiyiik cinsidir. Ulkemizde
dogal yayilis gosteren ve yarisindan fazlasi endemik olan cinsin iiyeleri yurdumuz igin

onemli bir gen kaynagidir (Korkmaz, 2007).

Gypsophila cinsi; Gypsophila adi  "gypsos= jips" ve '"phileo=sevmek"
kelimelerinden olusur. Jipsli topraklar1 seven, jipsli topraklarda yetisen anlamindadir.
Bu cins ilk defa Linne tarafindan 1751 yilinda tanimlanmistir (Koyuncu ve ark., 2006).
Bu bitki cinslerinden Gypsophila iilkemizde 59 takson mevcuttur. Bu cinslerin saponin
bakimindan zengin ve ekonomik dnemi olan taksonlari halk arasinda ‘Céven, Covenotu,
Covenkokii, Helvakokii, Sabunotu’ adiyla bilinmektedir. Covenler igerdigi saponin (bir

cesit glikozit) nedeniyle pek ¢ok alanda kullanilmaktadir (Ozgelik ve Yildirim, 2011).

Coven koklerinin oOzellikle Dogu ve Giineydogu Anadolu bdlgelerinden
sokiildiigli, ¢oven olarak kokleri sokiilen 6 6nemli Gypsophila tiiriinden 3 tanesinin
endemik oldugu (Gypsophila graminifolia, G. arrosti var. nehulosa, G. eriocalyx) diger
ti¢ tiirtin (Gypsophila bicolor, G. perfoliata, G. venusta) de yurdumuzda dar yayiligh
bitkiler oldugu ve dolayisi ile bu bitkilerin koklerinin sokiilmesi ile biiyiik bir doga ve

flora tahribatinin meydana geldigi tespit edilmistir (Koyuncu ve ark., 2006).

Halkimizin C6gen, Coven, Cuvan ve Coven Otu isimlerini verdigi bu cinsten
cok degisik sekilde yararlanilmaktadir. Kokleri toplanan narin gévdeli bitkilerden elde
edilen hiilasa, gevreklik kazandirilmasi amaciyla helvaya katilmaktadir. Yine cogu
tiirlerinin koklerinden sabun ve likor yapiminda istifade edildigi belirtilmektedir. Dogu
Anadolu bolgesinde yerli halk tarafindan bu kokler yerli ve orijinal bir gida ¢esidi olan
otlu peynirin hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Biitiin bunlarin yani sira Gypsophila
tiirliinlin kiltiiri yapilmakta ve cicekgilerde bolca satilan dnemli siis bitkileri arasinda
goriilmektedir. Dogal  Gypsophila tiirlerinin  kiiltire — alinmasi,  ¢igekgilik
potansiyellerinin arastirilmasi ve lretilmeleri iizerine yapilan arastirmalarin giderek

artmasi1 beklenmektedir (Korkmaz, 2007).

Coven, Caryophyllaceae (Karanfilgiller) familyasindan Gypsophila, Saponaria
ve Ankyropetalum cinslerine ait bazi ¢ok yillik tiirlerin topraktan ¢ikarilip, giineste

kurutulmus, odunsu kokleridir. Ancak ¢oven elde edilen tiirlerin ¢ogu Gypsophila



cinsine aittir (Koyuncu ve ark., 2006). “Coven” olarak bilinen bitkiler, degisik
ozelliklere sahip olmasi nedeniyle birgok bilim dalini ilgilendirmekte olup ilag, gida
iirlinli, temizlik iirlinii, park ve bahgelerin siislemesinde kullanilabilmesi nedeniyle,
ziraat¢ilarin, gidacilarin, kimyacilarin, eczacilarin, peyzajcilarin, tekstilci ve

kuyumcularn ilgi alan1 icerisindedir (inan, 2006).

Gypsophila arrosti Guss. var. nebulosa (Boiss. et Heldr.) Bark. bitkisi ¢ok yillik,
ciplak, kokleri kalindir; govde 30-60 cm boyunda yayvan dallanmis; yapraklar seritsi-
mizraksi, 10-50 x 1-6 mm, ucu sivri; ¢igek durumu g¢ok dallanmus; ¢igek saplar1 5-15
mm, ¢igcekler kiiclik, soluk pembe veya beyaz renkli; kaliks 2mm, genis¢e ¢an seklinde,
disleri kiit, pateller 3-4 mm elitik-oblong; meyve kiiresel kapsiil tipindedir. Cigek agma
zamani Haziran-Temmuz olup yetisme ortami kuru tash yerler, tarlalar, 800-1200m’dir.
Bitkinin yayilist Konya (Beysehir), Afyon, Ankara, Burdur, Karaman ve Antalya
cevreleridir. Endemik (yurdumuza 6zgii) bir tiirdiir. Kokleri Konya-Beysehir-Isparta
cevrelerinde toplanir. Daha ¢ok “Beysehir ¢oveni” olarak bilinir. Bilesimindeki ham

saponozit oran1 % 19-22 arasinda olup kaliteli bir ¢évendir (Koyuncu ve ark., 2006).

Genellikle dogal olarak yetistigi gevsek, akintili, metamorfik, meyilli ve jipsli
alanlarda yayilis gostermesi birgok tiirlinlin erozyona karsi kullanilabilecek bir cins
oldugunu gostermektedir. Bu bitkilerin tasidigi saponin, temizlik malzemeleri ve yangin
sondiiriicii imalatinda, binalarin dis cephe izolasyonunda, yangina dayanikli malzeme
tretiminde, gida ve ilag sektdriinde biiyiikk bir ekonomik Oneme sahiptir. Hizh
kentlesme, sanayi atiklari, tarim alanlarinda yaygin ve asirt miktarda pestisit kullanimi
yogun sekilde ¢evre kirlenmesine yol agmistir. Bu kirlilikten en ¢ok endemik ve nadir
tiirler etkilenmektedir (Korkmaz, 2012). Ozellikle son yillarda modern tarim araglari ve
asir1 sokiilme nedeniyle bitki ¢ok azalmistir. Esasen endemik bir bitki olmas1 nedeniyle

sOkiilmesi yasaklanmasi gerekmektedir (Koyuncu ve ark., 2006).

Gypsophila taksonlarinin toprakalti aksamina toplayicilar ve ticaretini yapanlar
“kok” adin1 vermekte iseler de bu kisimlarin botanik biliminde karsiliklar1 genelde
“rizom”, bazilar1 “kok”, bazilar1 ise “rizoma bagli yan kokler” seklindedir. Genellikle
kullanilan kisim ¢ok yilliklarda rizom, tek yilliklarda ise sadece koktiir. Bazi taksonlarin
rizomlar1 oldukca yumusaktir, bazilarinda ise odunsudur. Saponin en ¢ok bitkinin rizom
kabuklarinda, daha az oranda rizomun veya kokiin orta kisminda (merkezi silindir) en

az da toprak listli kisminda bulunmaktadir.



(Coven rizomlar1 kaynatilip bal ile tatlandirilarak icilmeye devam edildigi zaman
idrar ve adet soktiiriicii, thlamur ile kaynatilip lekelere masaj yapilirsa leke giderici,
kaynatildiktan sonra kaynama suyu cilde, losyon seklinde uygulanirsa sivilce giderici
etkileri vardir (Ozgelik ve Yildirim, 2011). Céven rizomlarinin su ile iyice
kaynatildiktan sonra, ipekli ve degerli kumasglar bu suyun iginde bekletildigi zaman,

kumaslarin rengi ve parlakliginin bozulmadan temizlendigini bildirmistir (Inan, 2006).

Coven bir yandan helva yapiminda kullanilmasi nedeniyle diger taraftan da
temizleyici 0zeliginden dolay1 ¢ok eskilerden beri bilinen ve taninan tibbi amaclh bir
ham maddedir. Rizomlar1 ve kokleri saponin bakimindan zengindir. Tagidig1
saponinden dolayr kopiiriiclidiir. Temizleyici ve emiilgator olarak kullanimi yaninda

saponin elde etmede yararlanilir (Ozgelik ve Yildirim, 2011)

Coven kokii (Radix Gypsophilae) 30 yildan beri dogal floramizdan, ozellikle
Dogu Anadolu, Orta Anadolu ve Giineybati Anadolu bolgelerimizden sokiilerek yurt
icinde kullanilan veya ihra¢ edilen 6nemli droglarimizdan birisidir. Bu nedenle ¢oven
kokii diger bazi1 kokleri ile karistirilarak 2. kalite ¢dven olarak da satilir. Karistirmada en
fazla kullanilan Astragalus (Geven) tiirlerinin kokleridir. Ayrica az da olsa Glycyrrhiza
glabra, Acantholimon sp., Onobrychys cornuta ve Scorzonera rigida bitkilerinin kokleri
de karistirmada kullanilmaktadir. Bu bitkilerin kokleri dis goriintisler1 bakimindan
coven kokiine benzerse de igerdikleri etken madde yoniinden saponin tagimadiklar i¢in
coven kokii yerine kullanilmazlar. Coven kokiinii bu koklerden ayirmak veya
kanigtirilmis olup olmadigin1 anlamak i¢in kiiciik bir kok parcast toz edilir, bir sise
icinde su ile galkalanir. Su istiinde kalict bir kopiik meydana gelirse numune ¢dven

kokiidiir. Aksi halde numune, ¢oven kokii degildir (Koyuncu ve ark., 2006).

Coven kokiiniin ana etken maddeleri saponozitlerdir. Saponozit (sapo: sabun)
terimi, ortak ozellikleri su ile ¢alkalaninca kalict kopiik vermek olan bir grup dogal ve
organik bilesigi tanimlamak i¢in kullanilmistir. Baz1 saponozitler sakkarozdan 50 kat
daha tatlidir. Saponozitlerin degisik kullanim alanlar1 vardir. Bilinen yiizlerce
saponozitin yaklasik % 75’1 yliksek potansiyelli tatlandirici olarak nitelendirilmistir. Bu
madde su ile calkalaninca kopiiriicii 6zellige sahiptir. Saponozitleri yiiksek oranda
igeren bitkilerin bulundugu familyalarin en Onemlilerinden birisi Caryophyllaceae
(Karanfilgiller) familyasidir. Bu nedenle, kokleri ¢oven olarak kullanilan bitkiler de bu
familyadadir. Anadolu'da yetisen ve kokleri ¢oven olarak kullanilan bitkiler % 10-25



oraninda ham saponozit igerirler. Basta eczacilik ve ila¢ sanayi olmak iizere deterjan
yapiminda kopiik ajan, film emiilsiyonlarinda, yangin tiiplerinde ve dericilik sanayiinde
parlatici olarak kullanilmaktadir. Saponozitler bitkiler alemin de ¢ok yaygindirlar.
Bitkide onu dis etkilere karsi koruyucu olarak meydana gelirler. Bir fitopatojene karsi
saponozitlerin bitkiye diren¢ sagladigi ve korudugu tespit edilmistir. Ayrica bu
bitkilerin ac1 lezzeti hayvanlar tarafindan yenmesini onler. Steroidal saponozit igeren
bitkilerin bocek saldirisina ugramadig saptanmistir. Gypsophila arrosti var. nebulosa,
Gypsophila bicolor, Gypsophila eriocalyx, Gypsophila perfoliata gibi ¢éven elde edilen
tirlerin koklerinden hazirlanan ekstrelerin antiviral etkilerinin oldugu gosterilmistir

(Koyuncu ve ark., 2006).

Bu bitkilerin koklerinden elde edilen saponozitler; antifungal ve antibiyotik
etkilerinin yani sira, farkli farmakolojik etkileri nedeniyle de ylizyillardan beri tedavide
kullanilan, genellikle bitkisel kaynakli bilesiklerdir (inan, 2006). Coéven kokii icerdigi
saponin etken maddesi nedeniyle {ilkemizde daha ¢ok tahin helvasi yapiminda, tahinin
rengini agartmak amaciyla maya ve beyazlatict olarak kullanilmaktadir. Ayrica dovme

dondurma yapiminda da kivam verici olarak kullanilir (Koyuncu ve ark., 2006).
2.2. Borla lgili Calismalar

Borun bitkilerin biiylime ve gelismesinde dnemli bir element oldugu ilk olarak

1923’te Warington tarafindan kanitlanmistir (Palta, 2006).

Bor bitkilerde; sekerlerin tasinmasinda, hiicre duvar1 sentezinde, lignifikasyon
olgusunda, hiicre duvari yapisinin olusumunda, karbonhidrat metabolizmasinda, RNA
metabolizmasinda, solunumda, IAA (indolasetik asit) metabolizmasinda, fenol
metabolizmasinda, biyolojik membranlarin yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri lizerinde

onemli iglevlere sahiptir (Kacar ve Katkat, 1998).

Hiperakiimiilator bitkiler, kirli alanlarin temizlenmesinde kullanilabilecek
potansiyel temizleme araglar1 olarak diisiiniilmekte ve bu yonde bir¢cok calisma
stirdiiriilmektedir. Bu yeni teknolojinin adi “Fitoremediasyon” olup topraklardaki
kirleticileri temizlemenin zorlugu ve yiiksek maliyeti disiiniilerek gelistirilmeye
calisgilan ve uzun vadede kullanim potansiyeli yiiksek bir teknolojidir (Ozgelik ve
Yildirim, 2011).



Bor, bitkilerin biiyiime ve gelismesinde gerekli olan bir elementtir. Hayvanlarda
ve insan dokularinda ise kii¢iik konsantrasyonlarda bulunur (Gregory ve Kelly, 1997).
Siyanobakterilerin azot dongiisiinde bor da kullandiklar1 bilinmektedir (Ho., 2000).

Borun bitkilerce kullanilabilen formu toprakta ¢6ziinebilen, bagimsiz, iyonize olmamis
HsBog, B(OH)3 veya iyon halindeki B(OH)4_d1r (Hu Brown, 1997). Bor topraktan

koklerle pasif absorbsiyonla alinir ve bu alinimda toprak pH’1, nemi ve sicakligir da

etkilidir (Goldberg, 1997).

Bor, baklagillerde kok nodiill olusumu i¢in temel elementtir. Optimal
kosullarinda yetistirilen bezelye bitkilerinin nodiillerinin hiicre ¢eperlerinde bor’un yer
aldigt ve nodiillerdeki B konsantrasyonunun koklerden ¢ok daha fazla oldugu
bulunmustur. Nodiil olusumunda bitkiler kokleri tarafindan salgilanan kimyasal
maddeler yardimiyla Rhizobium cinsi bakterileri kendilerine ¢ekerler. Bor’un yeterli
olmadig1 durumlarda, bezelye bitkisinde bakteriler tarafindan enfekte edilen konutcu
hiicrelerin sayis1 azalmakta ve nodiil gelisimi engellenmektedir. B konsantrasyonu
arttiginda N, fiksasyonu azalmakta, azalan B konsantrasyonunda ise N fiksasyonu
artmaktadir (Ardig, 2006).

Cift genekli bitkilerin B istekleri, tek c¢enekli bitkilere gore 3-4 misli daha
fazladir (Ardig, 2006). Bor elementine, tek g¢eneklilerin bazi tiirleri (bugday, yulaf,
sorgum ve dar1 gibi), ¢ift genekli (ay¢icegi, domates, bal kabagi, bezelye, soya fasulyesi

ve ac1 bakla gibi) ve diger tek ceneklilerden (zambak ve misir) daha az ihtiyag duyarlar.

Bor elementi bitkilerde hiicre zar1, polen ¢imlenmesi, kok uzamasi, niikleik asit,
protein ve indol asetik asit (IAA) metabolizmasi iizerinde rol oynamaktadir. Borun
bitkiler tizerindeki bu etkileri, elementin ortamdan ¢ekildigi calismalarla ortaya
konmustur (Lewis, 1980; Lovatt, 1985; Robertson ve Loughman, 1974; Shelp, 1993,
Mahboobi ve ark., 2000).

Atalay (2003), farkli B (0, 1.08, 3.24, 9.72, 19.44 mg/l B) dozlarinin in vitro
sartlarda Kiziltan-91 ¢esidinde ¢imlenme lizerine etkisi aragtirilmig, 10. ve 20. gilinde

yapilan gozlemlerde B dozlarinin ¢imlenme {izerine etkisi olmadig bildirilmistir.

Lima (1998), 0, 2, 4, 8, 10, 15 ve 20 mg/l B ¢ozelti ile doyurulmus pamuk

tizerinde bezelye cesidi Rondo’nun tohumlarimi ¢imlendirerek borun ¢imlenmeye



etkisini incelemistir. Cimlenme yiizdesi 8 mg/l B dozuna kadar etkilenmemis, bu
dozdan daha yiiksek dozlarda artan oranlarda ¢imlenmede azalmalar gbzlemlenmistir.
Fakat fidelerin gelisme orani1 konsantrasyon artisiyla azalmis ve toksite belirtileri 2 mg/1

B’dan fazla olan uygulamalarda kendini géstermistir.

Cattanach (1990), bitkiye elverisli bor miktar1 0.8 ppm olan bir toprakta tarla
sartlarinda sekerpancarina farkli dozlarda (0, 0.056, 0.112, 0.24 ve 0.48 kg/da B) bor
uygulamistir. Denemede seker pancarinin kok verimi, seker orani ve aritilmis seker
verimi lizerine uygulanan bor dozlarinin etkisinin istatistiksel olarak énemli olmadigi,
ayrica 0.056 kg/da B’dan fazla uygulanmasinin kok verimini kontrole gore azalttigi

belirlenmistir.

Yorgancilar ve Babaoglu (2005), Orta Giliney Anadolu tarim bolgesinde yaygin
olarak yetistirilen makarnalik ve ekmeklik bugday ¢esitlerinde farkli B uygulamalarinin
¢imlenme {izerine etkisini in vitro ve saksi denemelerinde arastirmustir. In vitro
denemeler 200 ml’lik cam kavanozlarda, % 0.7 agar, % 3 sakkaroz ve sirastyla; 0, 1.08,
3.24,9.72, 29.16 ppm B igeren 50 ml MS besin ortaminda, saks1 denemeleri ise 0, 1.08,
3.24, 9.72, 29.16 ppm B igeren toprakta yiriitiilmiistiir. Tiim denemeler “Tesadiif
parsellerinde faktoriyel deneme desenine” gore 3 tekerriirlii olarak kurulmustur.
Cimlenme iizerine bor dozlarinin etkisi her iki sartta da 6nemli bulunmazken, ¢esitlerin
ve ¢esit X bor interaksiyonun etkisi ise onemli bulunmustur. Arastirma sonucunda bitki
besin maddelerinin etkilerini belirlemede in vitro denemelerinin saksi ve tarla
calismalarina alternatif bir metot olarak tavsiye etmistir. Bugdayda cimlenmeyi
engelleyecek minimum bor seviyesi en diisiik B dozu, 29.16 ppm olup bunun altindaki

dozlarin ¢imlenmeyi etkilememistir.

Dell ve Huang (1997), bor noksanlhiginda bitki kok ucunun gévdeye oranla
gelisiminin azaldigini, dolayisiyla gévde/kok oraninin artmasi nedeniyle bitkinin stres
kosullarma (diger bitki besin elementleri veya su noksanlig1 gibi) hassasiyetinin 6nemli
Olclide arttifim1 belirtmektedirler. Ayrica, bor noksanlhiginda deoksiriboniikleik asit
(DNA) sentezinin, riboniikleik asit (RNA) miktarinin ve hiicre boliinmesi ile kok
uzamasinin da onemi diizeyde azaldigi tespit edilmistir (Moore ve Hirsch, 1983).
Toprak c¢ozeltisinin pH’s1 yiiksekse bor bitkiler tarafindan alinamaz hale gelir. Bu

nedenle kire¢ uygulamasi bazen bitkilerde bor eksikligine yol agmistir (Ho., 2000).



Babaoglu ve ark. (2004), Eskisehir ili, Kirka Ilgesi’nde halen faaliyette bulunan
bir bor (B) madeni alaninda Gypsophila sphaerocephala Fenzl ex Tchihat. var.
sphaerocephala, Gypsophila perfoliata L., Puccinellia distans (Jacq.) Parl. ve Elymus
elongatus olmak {izere sadece 4 bitki tiiriiniin bulundugunu tespit etmislerdir. Bu
bitkilerde yaptiklar1 analizlerde bor konsantrasyonunun c¢ok yiiksek oldugunu ve
element analizleri sonuglarina gore Puccinellia distans’in Gypsophila’dan sonra alanda
yetisen en fazla bor biriktiren 3 (ii¢) bitki tiiri oldugunu belirlenmis, bu bitkinin tuza
kars1 da toleranshi oldugu da ifade edilmistir. Gypsophila sphaerocephala Fenzl ex
Tchihat bitkisinin bor agisindan hiperakiimiilator olma potansiyeline sahip oldugunu,
yapraklarinda yaklasik 3500 ppm B bulundugu halde bitkinin saglikli bir sekilde

gelistigini belirlemislerdir.

Vejetatif aksaminda yiiksek konsantrasyonlarda element biriktirebilen bitkiler
hiperakiimiilator bitki olarak adlandirilirlar (Babaoglu ve ark., 2004; Memon ve ark.,
2001). Metabolik faaliyetler ve 6zellikle enzim sistemleri ig¢in ¢ok gerekli olmasina
ragmen mikro besin elementleri yiiksek konsantrasyonda toksik etki yapmaktadirlar.
Ancak hiperakiimiilator olarak adlandirilan bitkiler, bu elementler yiiksek
konsantrasyonda bulundurulsalar bile olumsuz etkilenmezler. Hiperakiimiilator bitkiler
sorunlu toprak tipinde yetisebilme yetenegi, bolgesel iklim kosullarina adaptasyonu,
etkili kok derinligi, kirleticileri biinyesinde biriktirebilme 06zelligi ile birlikte hizh
biiyiime kabiliyeti ve vejetatif aksamin fazla olmasi gibi 6nemli 6zelliklere sahiptirler
(EPA 2000; 2001). Bu bitkiler ayrica ilgili elementi {ist aksamlarinda biriktirerek
sorunlu alanlarin temizlenmesinde basarili olarak kullanilma potansiyeline sahiptir

(Babaoglu ve ark., 2004).

Bor (B), bitkilerin gelisebilmesi i¢in gerekli olan mikro besin elementlerinden
birisidir. Bitkilerde noksanlik ve toksite belirtilerine neden olan toprak bor seviyeleri
arasinda c¢ok az bir fark vardir. Bu nedenle bilinen mutlak gerekli mikro besin
elementlerinin noksanlik ve toksite belirtileri arasinda en yaygin olarak goriilenlerin

basinda bor gelmektedir (Gezgin ve ark., 2002).

Orta Anadolu tarim topraklarinin 6nemli bir kisminda bor’un noksanligi kadar
toksitesi (Gezgin ve ark., 2002) ve bunlarin bitkilerde olumsuz etkileri ¢ok yaygin

olarak goriilmektedir.
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Cesitli sanayi faaliyetleri ile insan etkili sonucu bir¢ok alanda biriken agir
metallerin yaninda dogal ¢evre sartlar1 ile genis tarim arazilerinde ekimi yapilan bitkiler
icin fitotoksik diizeylerde mikro element birikimleri gbzlenmekte ve verimde ciddi
oranlarda diisiisler yasanmaktadir. Bitkiler arasinda bulunan ve yesil temizleme
makineleri olarak adlandirilan hiperakiimiilator bitkilerin diger bitkilerden yiizlerce kat

daha fazla metal, radioniikleotid, eser element biriktirebilmektedir (Hakk1 ve ark.,2006).
2.3. Doku Kiiltiirii Calismalar:

Gelisen biyoteknolojik yontemler, bitki 1slahinda klasik yontemlere gore daha
kisa siirede sonu¢ alinmasini ve tiire sadece istenilen karakterlerin kazandirilmasini
saglamaktadir. Bitkilerde, yiiksek oranda adventif siirglin olusumu, bu amagla yiiriitiilen
calismalarin basarili olma yiizdesini 0nemli diizeyde artirir. Bugiin doku kiiltiirii
yontemleri ile laboratuvar ortaminda bir¢ok bitkinin hizli {iretilmesi miimkiin
olmaktadir. Aynt zamanda doku kiiltlirii ¢alismalarindan elde edilen sonuglar yapay
tohum dretimi, somatik hibridizasyon ve gen kaynaklarinin korunmasinda da

kullanilmaktadir (Babaoglu ve ark. 2002).

Yapilan literatiir taramasinda Gypsophila arrosti L. tiirlinde herhangi bir doku
kiiltiri ¢alismasina rastlanilamadigi i¢in ayni familyada yer alan diger Gypsophila
tirleri ve benzer Ozellikler gosteren bitkilerde ylriitiilen c¢alismalar asagida

siralanmastir.

Ahroni ve ark. (1997), Gypsophila paniculata L.’nin Arbel ¢esidi igin bogum
aralarin1 kullanarak farkli sitokinin (TDZ, BA, KIN veya ZEA) ve oksin (NAA) igeren
MS ortaminda etkili bir rejenerasyon protokoli gelistirmiglerdir. Arastirmada, TDZ
eksplantlardan siirgiin olusumunda en etkili sitokinin (% 100) olarak bulunmustur. Bu
rejenerasyon prosediirii, Gypsophila’nin diger kiiltiir ¢esitlerinde de (Perfecta, Golan,
Gilboa, Flamingo and Tavor) uygulanabilir bulmustur. Rejenere olan bitkiler, basarili

bir sekilde topraga transfer edilmistir.

Kanchanapoom ve ark. (2011), Gypsophila paniculata L. nin rejenerasyonu igin
tarlada yetistirilen 2 aylik bitkilerden nodal eksplantlar kullanilarak bir protokol
olusturmuslardir. Coklu siirgiinlerin baslangici, en iyi 13.3 uM BA ilave edilen MS
ortaminda olugmustur. Kallus biliylimesi 44.3 uM BA iceren MS’ de goézlenmistir.
Kalluslar, siirgiin olusumunu baglatmak i¢in 2, 4-D (4.5, 13.5, 22.6 uM), NAA (5.3,
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16.1, 26.8 uM) veya BA (4.4, 13.3, 22.1 uM) ilave edilmis MS ortamina 2 aylik transfer
edilmistir. Alt1 haftalik kiiltiir baglangicindan sonra, ¢oklu siirgiinler, 13.3 uM BA ilave
edilmis MS ortaminda kiiltiire alinmis kalluslardan rejenere olmustur. Biitiin rejenere
edilmis siirgiinler, 16.1 uM NAA igeren MS ortaminda 4 haftada koklenmistir. Kokleri

olusmus bitkicikler, % 100 canlilikta saksilara aktarilmistir.

Alla-Atta ve ark. (2001), Gypsophila paniculata cv. perfecta ¢esidinde
yiiriittiikleri mikrogogaltim ¢alismasinda eksplant olarak siirgiin uglarmi kullanmaislar,
kiltiir baslangicindan 4 hafta sonra en yliksek siirglin sayisinin 2 mg/l BA igeren MS
ortaminda oldugunu (6.8 adet/eksplant), bunu 4.0 mg/l BA + 0.3 mg/l NAA (6.0
adet/eksplant) igeren ortamin takip ettigini ifade etmislerdir. Elde ettikleri siirglinlerin
ise en iyi koklenmeyi 2.0 mg/l NAA igeren 2 MS ortaminda gosterdiklerini

belirlemislerdir.

Ahroni ve ark. (1997), Gypsophila perfecta siirgiin rejenerasyonunda TDZ
kullanildiginda daha iyi sonu¢ almalarina ragmen, 0.2 ve 1 mg/l BAP igeren ortamlarda

digerlerine gore daha saglikli siirgiin olustugunu ifade etmislerdir.

Atalay ve ark. (2007), Gypsophila sphaerocephala Fenzl ex Tchihat’de ise 0.22
TDZ’de daha normal ve daha canli siirgiinlerin olustugu ancak BAP igceren ortamlardaki
stirglinlerden daha agik renkli olduklar: fark edilmistir. Yine yiiksek oranda TDZ siirgiin

gelisiminde anormalliklere sebep olmustur.

Han ve ark. (1991), Gypsophila paniculata siirgiinlerinde 5 (bes) farkli
konsantrasyondaki (% 0.7, 1.0, 1.3, 1.7, 2.1 ve 2.5 igeren) agarli 1.0 mg/l BA ve 0.3

mg/l IAA igeren MS ortaminda vitrifikasyonu engelleme durumu incelenmistir.

A. Zuker ve ark. (1997) tarafindan ¢oven bitkisinin yaprak explantlarindan
adventif silirgiinler basarili bir sekilde gelistirilmistir. Murashige and Skoog temel
alinarak NAA ile kombine farkli konsantrasyonlarda TDZ veya BAP iceren 18 ortamda
siirglin rejenerasyon etkinligi test edilmistir. Eksplant yasi ve yaprak donérii olarak
kullanilan kisimlarin hepsi rejenerasyon etkinligini etkilemistir. En yliksek adventif
rejenerasyon etkinligi thidiazuron igeren ortamda analiz edilmis en geng kisimlarindan
meydana gelen en yash yapraklardan elde edildi; siirgiinler eksplant bagina ortalama 7

stirgiin ile ortalama yapraklarin % 67’den gerceklesmistir. Bu rejenerasyon yontemi
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kulanilan 6 gesit i¢cin de uygun olmustur. rejenere edilen siirgiinler uzamis, koklenmis

ve basaril bir sekilde sera sartlarina uyum saglamislardir.

M. N. Barakat ve Heba EI-Sammak (2011), Gypsophila paniculata L. bitkisinin
rejenerasyon kabiliyetini siirgiin uclar1 ve yan tomurcuklar kullanilarak A, B, C ve D
protokolleri olmak iizere 4 farkli ortam protokollerinde belirlenmistir. Kallus
baslangicinda ortam protokolii ve ortam protokolii x eksplantlarin interaksiyonu
onemsizken eksplantlar ise dnemli farkliliklar olusmustur. Tomurcuk eksplantlart (%
16.66), siirgiin ucu eksplantlarla (% 5.82) kiyaslandiginda daha yiiksek degeri vermistir.
Ortam protokolleri, siirgiin olusumunda ortam protokolleri x eksplantlarin
interaksiyonundan yiiksek derecede 6nemli degisikliklere neden olmugken eksplantlar
ise onemsiz ¢ikmistir. MS ortamina 0.5 mg/L BA and 0.5 mg/L NAA ilave edilmis
protokol A, siirgiin olusumu (% 88.3) ve vitrifikasyonda (% 79.99) diger 3 ortam

protokollerinden {iistiin olarak yiiksek derecede 6nemlidir.

M. S. Hanafy ve Lobna, M. Abou-Setta. (2007). G. paniculata’ nin siirgiin
uglari, her biri 0.5 mg/l NAA ve BAP igeren MS ortamlarinda siirgiin kiiltiirlerini
kurmak i¢in kiiltiire almistir. Kallus kiiltiiriinii baslatmak i¢in ayn1 siirgiinler 1.5 mg/1
her biri 2,4-D ve kinetin iceren MS ortaminda kiiltire almustir. Her kiltiir farkli
konsantrasyonlardaki  biiyiime diizenleyiciler ile farkli kiiltiir ~ortamlarinda
yetistirilmistir. Kallus biiytimesi, 1.5 mg/1 2,4-D igeren ortamda yetistirildiginde ytliksek
olmustur. Saponin igerigi, HPLC analizi araciligiyla belirlenmistir. Stirgiin kiiltiirlerinde
en yiiksek saponin igerigi 5 mg/l IAA iceren ortamda biiylimiis siirgiinlerde
gozlenmistir. Fakat 2,4-D ve kinetin 1.5 mg/l herbiri i¢ceren ortamda biiytimiis kallus

dokularin saponinleri, en yiiksek saponinleri gostermistir.

Rashid ve ark. (2012), ekonomik o©neme sahip kesme ¢igek olan G.
paniculata’'nin in vitro teknigi ile gogaltimda eksplant olarak apikal meristem ve farkli
ortamlar kullanilmistir. Coklu siirgiinler, farkli konsantrasyonlarda BAP, NAA ve
Kin’nin ¢esitli kombinasyonlarindan elde edilmistir. Yapraklar1 ¢ikartilmis apikal
meristemlerin sterilizasyonu i¢in musluk suyu ve ev deterjani ile yikandiktan sonra
ticari sodyum hipokloride daldirilmigtir. Daha sonrasinda steril bitkiler, 0.25, 0.5, 1.0,
1.5 ve 2.0 mg/l konsantrasyonlarinda BAP gibi biiyiime diizenleyiciler eklenmis MS
ortamina asilanmistir. Cogaltmak i¢cin BAP ve NAA’nin farkli konsantrasyonlari, BAP
ve Kin (mg/l)’nin farkli kombinasyonlari, BAP1 + Kin (mg/l)’nin BAP1 kombinasyonu,
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Kin ve NAA (mg/l) kullanilmigken kok olugmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda Kin ve
NAA (mg/l) kullanilmistir. Iklim odasinda bitki formlari igin optimumu sicaklik 22 +/-
2°C saglanmustir. Kiiltiirler, 16 saat 2000-3000 liix 151k yogunluguna inkube edilmistir.
Biitiin ortam, MS temel tuzlar (makro-mikro), demir edta, vitaminler, 30 g/l seker ve 0.1
g myoinasitola dayanmistir. 121°C 20 dk otoklavlanmadan 6nce ortam pH’s1t 5.57’e
ayarlanmig ve 1.5 g/l phytagel eklenmistir. Biitiin ortam testlerinde en yiiksek siirgiin
¢ikisi, ¢oklu siirgiin olusumu ve maksimum siirgiin boyu 1 mg/l BAP ilave edilmis
ortamdan asilamadan 4 giin sonra elde edilmistir. Maksimum siirgiin uzunlugu, % 86 ile
6.53 cm’de benzer ortamlarda 21 giin sonra gézlenmistir. Koklenme baglangici, 11 giin

sonra 0.5 mg/l NAA eklenmis ortamda % 85 ile 2.66 cm olarak gézlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Arastirmada materyal olarak ticari degere sahip olan Gypsophila arrosti L. tiirti
kullanilmistir. Tohumlar S.U. Ziraat Fakiiltesi Ogretim Uyesi Prof. Dr. Mehmet

Babaoglu tarafindan temin edilmistir.

Besin ortamlarinin  hazirlanmasi, besin ortamlarinin  ve gerekli diger
sterilizasyonlar (fayanslar, bisturi, pens) S.U. Ziraat Fakiiltesi Biyoteknoloji
laboratuvarinin 6n hazirlik odasinda yapilmistir. Bitki ve tohumlarin sterilizasyon
islemleri ve diger steril ¢aligmalar laminar hava akisl steril kabin igerisinde yapilmistir.
Kabin, alkol ile silinip U.V. acilarak 15 dakika calistirildiktan sonra kullanilmistir.
Besin ortamlar1 Merck ve Sigma sirketinin analitik seviyede kimyasallar1 kullanilarak

hazirlanmstir.

3.2. Metot

3.2.1. Besin ortamlarimin hazirlanmasi

MS temelli besin ortamina, makro elementler NH4;NO3 (1650 mg), KNO3 (1900
mg), MgSQO,.7H,0O (370 mg), KH,PO, (170 mg) ve CaCl,.2H,O (440 mg) hassas
terazide tartilarak ilave edilmistir. Mikro besin elementleri ise stok ¢ozeltiler ile ortama
ilave edilmistir. Karbon kaynagi olarak % 3 sakkaroz ilave edildikten sonra hacim
tamamlanmis, besin ortamlarmin pH’st 1 N KOH yada 1 N HCI kullanilarak 5.8’e
ayarlanmis, % 0.8 yar1 katilastirict olarak agar (technical agar, solidifying agent-
DIFCO) ilavesinden sonra 1.2 atm basing altinda ve 121°C’de 20 dakika tutularak steril
edilmistir (Babaoglu ve ark., 2001).

3.2.1.1. Stok soliisyolarin hazirlanmasi

Stok soliisyonlar bir labaratuvarda dikkatli bir sekilde hazirlanip siirekli taze
olarak elde tutulmasi gereken besin ortami unsurlarindandir. Clinkii ticari olarak satilan
hazir preparatlar pahali olmakta ve ortam igerigi istenildigi gibi degistirilememektedir.
En ¢ok hazirlanan stok soliisyonlar, makro ve mikro elementler, bitki biiyiime
diizenleyicileri, vitaminler ve antibiyotiklerdir. MS temelli olarak ve genellikle normal

konsantrasyonu 100 kat1 (x100) olacak sekilde hazirlanmislardir.
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Stok soliisyonlar1 hazirlanirken, her biri hassas terazide tartildiktan ve 80 ml saf
su i¢inde, manyetik karistirict yardimiyla ¢oziindiiriildiikten sonra hacim 100 ml’ye
tamamlanmis ve ¢ozeltiler kullanilincaya kadar plastik kaplar icerisinde buzdolabinda
saklanmistir. Tiim stok soliisyonlar1 Atalay, 2003; Babaoglu ve ark., (2002)’e gore

asagidaki gibi hazirlanmastir;

H3BO3; Stok Soliisyonu (xI00); 620 mg H3BO; 80 ml saf su iginde
¢Oziindiiriildiikten sonra son hacim 100 ml’ye tamamlanmistir. Daha sonra cam siselere

alinarak siseler etiketlenmis ve buzdolabinda muhafaza edilmistir.

MnSQO4.4H,0 Stok Soliisyonu (x100); 2230 mg MnSQO,4.4H,0O hassas terazide
tartildiktan ve 80 ml saf su i¢inde, manyetik karistirict yardimiyla ¢oziindiiriildiikten

sonra hacim 100 ml’ye tamamlanmis ve ¢dzelti sise i¢inde buzdolabinda saklanmistir.

ZnS04.7H,0 Stok Soliisyonu (x100); 100 mI’lik behere 80 ml saf su konulduktan
sonra manyetik karistirict lizerine yerlestirilmis ve 860 mg ZnS0,4.7H.20 tartilip suya
eklenmis, iyice ¢oOziindiikkten sonra son hacim 100 ml olacak sekilde saf su ile
tamamlanmistir. Renkli cam sise i¢ine konulmus ve sise etiketlendikten sonra

buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Na;Mo04.2H,0 Stok Soliisyonu (x100),; oncelikle 100 ml behere 80 ml saf su
konularak ise baglanmis ve daha soma 25 mg Na,M00,4.2H,0 tartilip ilave edilerek son
hacim saf su ile 100 mI’ye tamamlanmistir. Renkli cam siseye konularak etiketlenmis

ve buzdolabinda muhafaza edilmistir.

CuSQ4.5H,0 Stok Soliisyonu (x100); 2.5 mg CuSO4.5H,0 iginde 80 ml saf su
bulunan behere konulmus ve manyetik karistirici ile ¢oziindiiriildiikten sonra hacim yine

saf su ile 100 mI’ye tamamlanmistir.

KI Stok Soliisyonu (x[00); 83 mg KI tartilarak 80 ml saf su i¢ine katilarak son
hacim 100 ml’ye tamamlanmis ve hazirlanan ¢6zelti renkli siselere alinarak

etiketlenerek buzdolabinda muhafaza edilmistir.

CoCl,.6H,0 Stok Soliisyonu (x100); 2.5 mg CoCl,.6H,O 100 ml’lik behere
konulan 80 ml saf suda manyetik karistirici iizerinde ¢oziindiiriilmiis ve son hacim saf

su ile 100 mI’ye tamamlanmustir.


http://znso4.7h.2o/
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Vitamin Stok Soliisyonu (x100); glisin (200 mg), nikotinik asit (50 mg),
piridoksin-HCI (50 mg), tiamin-HCI (10 mg) vitaminleri beherdeki 80 ml saf su igine,
biri tamamen ¢oziindiikten sonra digeri ilave edilerek son hacim 100 ml’ye
tamamlanmistir. Myo-inositol ¢okelti verdigi i¢in stok soliisyona katilmamis ortam

hazirlanirken toz olarak tartilip ortama ilave edilmistir.

Vitamin stok soliisyonu 10 ml’lik 6zel plastik kaplara konulmus, etiketlenmis ve
bozulmasini engellemek icin buzdolabinda dondurularak saklanmistir. Hazirlanan

vitamin stok sollisyonu herhangi bir sterilizasyon islemine tutulmamustir.

Fe-EDTA Stok Cozeltisi; 5.57 g FeSO,4 .7H,0 350 ml saf suda, 7.45 g Na,EDTA
350 ml saf suda ayri ayri hafifce isitilarak eritilmistir. Her iki ¢Ozelti daha soma
karistirllarak hacmi 1 litreye tamamlanmis ve otoklav edilmistir. Otoklav selatlama
islemini hizlandirmak amaciyla yapilmistir. Otoklav sonrasi soliisyon koyu altin sarisi
bir renk almis ve kullanima hazir hale gelmistir. Hazirlanan bu Fe-EDTA stok

soliisyonu buzdolabinda saklanmistir.

3.2.1.2. In vitro ¢cimlendirme ortamlarmin hazirlanmasi

In vitro ¢imlendirmede ticari olarak satilan hazir standart MS (Murashige ve
Skoog., 1962) formiilasyonu kullanilirken, B igerigi bakimindan degistirilen ortamlar
stok soliisyonlar kullanilarak hazirlanmis ve borik asit (H3BOjz) miktarlar
degistirilmistir. Bir litre besin ortam1 hazirlanmak igin 2 litrelik bir kapta 800 ml saf su
ile ise baglanmistir. Erlen, manyetik karistirici tizerine konulup karistiric1 ¢alistirildiktan
sonra MS formiilasyonunda tiim makro besin elementleri hassas terazide teker teker
tartilarak ilave edilmistir. Mikro besin elementleri daha ©nce hazirlanmis stok
soliisyonlart kullanilarak hassas pipet (Gilson) yardimiyla ortama ilave edilmistir. Bor
(B) elementi ise 5 farkli (0, 10, 20, 40, 80 mg/l B) konsantrasyonda borik asit (H3BO3)
formunda, 0, 57.2, 114.4, 228.8, 457.6 mg/l HsBOs3 olarak ortama ilave edilmistir.

Sonra sakkaroz (30 g/l, a/h) ilave edilerek hacim 1 litreye tamamlanarak pH
5.8’e ayarlanip katilastiric1 olarak 8 g/l (a/h) agar ilave edilmistir. Ortam homojen bir
goriintii alincaya kadar isitilip 200 ml’lik kavanozlara, 50 ml besin ortami olacak
sekilde dagitilmis ve toplamda 2500 ml ortam hazirlanmistir. Etiketlenen kavanozlarin

agzi1 1stya dayanikli kapaklarla ortiilerek otoklavda sterilize edilmistir.
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3.2.1.3. In vitro mikro ¢ogaltim ortamlarinin hazirlanmasi

Her kavanozda 50 ml olacak sekilde 1250 ml konsantrasyon (0.2, 0.5, 1.0 mg/l)
ve kombinasyonlarinda (BAP, ZEA, TDZ) igeren MS besin ortami hazirlanmistir.
Stirglinler farkli igerige sahip besin ortamlarinda (MS) bitki biiyiime diizenleyicileri
olarak ¢esitli sitokinin konsantrasyon (0.2, 0.5, 1.0 mg/l) ve kombinasyonlarinda (BAP,
ZEA, TDZ) siirglin olusumu icin kiiltiire alinmigtir. Ortamlara yari-katilagtirict olarak
agar (7-8 g/l ), karbon kaynagi olarak sakkaroz (% 3, a/h) ilave edilmistir. Besin
ortamlar1 pH’1 1 N KOH yada 1 N HCI kullanilarak 5.5-5.8’¢ ayarlandiktan sonra 1.2

atmosfer basing altinda ve 121°C’de 20 dakika tutularak steril edilmistir.
3.2.2. Sterilizasyon islemi

In vitro doku kiiltiiriinde en 6nemli nokta sterilizasyon islemleridir. Boylelikle
calismada istenmeyen bakteriyal veya fungal kontaminantlarin engellenmesiyle

calismanin bosa gitmemesi, emek ve zaman kaybinin 6niine gecilmesi amaglanmistir.

Tohumlarmn sterilizasyonu; denemede birincil eksplant kaynagi olarak tohumlar
kullanildigr i¢in bitkinin tohumlar1 % 70’lik alkol i¢inde 30 saniye bekletildikten sonra
1-2 damla Tween-20 damlatilmis % 15°1ik ticari hipoklorit (% 50 NaOClI igeren ticari
hipoklorit ¢ozeltisi ile hazirlanmis) ¢ozeltisinde 15 dakika sterilize edilerek steril saf su

ile 3-4 kez durulanmstr.

Calisma ortaminin Sterilizasyonu; tiim steril ¢aligmalar 0.22 um porozite de
hepa filtrelere sahip yatay hava akish kabin i¢inde gergeklestirilmistir. Steril calismalara
baslamadan Once yatay hava akish ici % 96’lik etil alkolle silinmis ve kabin i¢i 15

dakika siireyle agik birakilan ultra-viyole (U.V) lambasi ile sterilize edilmistir.

Alet ve ekipmanlarin sterilizasyonu; steril ¢alismalarda kullandigimiz aletler
(bisturi, pens vb.) kullanim 6ncesi % 96’lik etil alkol igine batirildiktan sonra alev

lambasina yatay olarak tutularak alevle yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur.

Istya dayanikli ve tekrar kullanilabilir erlenler ve diger kuru materyallerin
agizlar1 aliminyum folyo ile kapatilarak ya da uygun metal konteynirlar igine
yerlestirilerek etiivde (sicak hava firininda) sterilize edilirken 1s1iya dayanikli olmayan

materyaller (pipetler) daha Once sterilize edilmis olarak satin alinmis ve kullanilmigtir.
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Sterilizasyon sirasinda kullanilacak kavanozlar, bos olarak kapaklar1 kapatilarak
otoklavda 121°C’ de 1.5 atm basing altinda 15 dakika siireyle sterilize edilmistir.
Eksplantlarin kiiltiire alinmasinda kullanilan 10x10, 15x15 cm ebadindaki fayanslar
aliminyum folyo ile sarilip otoklav posetine konulduktan sonra yine otoklavda
sterilizasyon islemine tabi tutulmustur. Fayanslar kabin i¢inde, yiizeyine dokunulmadan
acilmis ve aleve tutularak sterilize edilen aletlerle iizerine konulan eksplantlarin
kesilerek kiiltiire alinmasinda kullanilmistir. Fayanslar her bakimdan temiz olmasi, sert
bir destek vermesi ve daha az maliyete sahip olmasindan tercih edilmistir. Kiiltiir
kaplar1 (6rnek: cam kavanozlar) acildiktan sonra agiz kisimlari aleve tabi tutulmustur.
Bu islemle kaplarin agiz kisimlarindan kaynaklanabilecek kontaminasyonu engellemek

amaglanmustir.

Besin ortamlarmin sterilizasyonu; tiim besin ortamlar1 otoklavda (Hirayama,
Hiclive HV-85) 20 dakika boyunca 121 C’ de 1.5 atm basing altinda sterilize edilmistir.
Hazirlandiktan sonra kavanozlara konulan besin ortamlari, kapaklar1 hafifce kapatilarak
ortamlarin {izeri etiketlenmis ve kapaklarina otoklav bandi yapistirildiktan sonra otoklav
sterilizasyonuna tabi tutulmustur (otoklav bandi sterilizasyon sonrasi renk degistirdigi
i¢in kaplarin veya ortamin sterilize edilip edilmediginin gostergesidir). Otoklav sonrasi
kapaklar hemen sikistirtlmistir. Biitlin ortamlar otoklav edildikten sonra 1-2 saat
disarida bekletilmis, sogutulduktan sonra kullanilincaya kadar kapali bir dolapta

saklanmustir.

Petrilere dagitilacak ortamlar ise kavanozlara konulmadan, erlen igerisinde agzi
aliminyum folyo ile kapatilarak otoklav sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Besin
ortamlar1 otoklav sonrasi katilagsmadan yatay hava akish kabin igerisinde 10 ml’lik steril
plastik pipetle her petriye 30 ml olacak sekilde 9 mm capindaki steril plastik petri
kaplarina dagitilmistir. Ortamlar katilastiktan sonra stre¢ film (gida ambalaj filmi) ile
sarilarak kapali dolapta muhafaza edilmistir. Is1 ile bozulmayan biiyiime diizenleyicileri

otoklav dncesi besin ortamlarina ilave edilmislerdir.

Bitki materyallerinin yiizey sterilizasyonu; doku Kkiiltiirii islemleri arasinda en
Oonemli asamalardan biridir. Yiizey sterilizasyonu igin en fazla etil alkol, sodyum
hipoklorit, durulamada steril saf su kullanilmis ve bu isleminin tamami yatay hava akish
kabin igerisinde gergeklestirilmistir. Stok soliisyonlar1 hazirlanirken, her biri hassas

terazide tartildiktan ve 80 ml saf su icinde, manyetik karigtirict yardimiyla
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coziindiiriildiikten sonra hacim 100 ml’ye tamamlanmis ve ¢ozeltiler kullanilincaya

kadar plastik kaplar igerisinde buzdolabinda saklanmustir.
3.2.3. Tohumlarin Kiiltiire Alinmasi

Doku kiiltiirti ¢alismalarina temel eksplant kaynagi temini igin sterilize edilen
tohumlar MS besin ortami bulunan magenta kiiltiir kaplarinda her birinde 5 adet tohum
olacak sekilde kiiltiire alinmigtir. Magentalar 16 saat fotoperiyot, % 64 nem ve 24C
(£1) sicaklik ve 3000 lux 151k yogunlugu kosullarinda rafli kiiltiir dolabina konulmustur.
Uygun bliyiikliige gelinceye kadar kiiltiire devam edilmistir.

Bitkinin bor elementine kars1 gosterdigi tepkinin belirlenmesi amaciyla sterilize
edilen tohumlar % 0.8 (a/h) agar, %3 (a/h) sakkaroza ve 5 farkli B konsantrasyonuna
sahip MS ortam1 igeren magenta kiiltiir kaplarinda her birinde 5 adet tohum olacak
sekilde kiiltiire alinmistir. Her doz i¢in 10 kavanoz ve toplamda 250 adet tohum ile 50
kavanoz kullanilmistir. Magentalar 16 saat fotoperiyot, % 64 nem ve 24°C (+1) sicaklik
ve 3000 lux 151k yogunlugu kosullarinda rafli kiiltiir dolabina konulup ve gelisimleri
takip edilmistir. Kiiltiir sonrasi analiz i¢in numunenin alinacagi 20. giine kadar 8. ve 12.
giinde tohumlar gozlenmis ve ¢cimlenme yiizdeleri tespit edilmistir. Bitki fidelerin bor

elementine kars1 biiylime seyri 60. giine kadar gozlemlenmistir.
3.2.4. Mikro ¢ogaltim ¢alismalar:

Kiiltiir alma; steril fidelerden alinan siirgiinler ¢esitli konsantrasyon (0, 0.5 ve
1.0 mg/1) ve kombinasyonlarinda (BAP, KIN, ZEA, TDZ; 2,4-D, NAA, IBA vb.) oksin

ve sitokinin igeren MS ortaminda kiiltiire alinmustir.

Tim kiiltirler 16 saat fotoperiyot, % 62—64 oransal nem, 24+1C ve 3000 lLiiks
beyaz floresan 151k yogunlugu kosullarinda rafli kiiltiir dolabinda tutulmustur. 30 giin
sonunda elde edilen siirgiinler 900 ml ¢esitli oksin konsantrasyon ( 0, 0.5 ve 1.0 mg/l)
ve kombinasyonlarda(NAA veya IBA) igeren MS ortaminda koklendirmeye alinmistir.

Dis ortama alistirma (Aklimatizasyon); in vitro’da olusan siirgiinler koklendirme
sonrast once 15-27°C’de yiiksek nem iceren torf: perlit (1:1) karisiminda iki-li¢ hafta
saksilarda ve naylon torba kapatilarak bekletilip birer hafta arayla naylon torbalarin
koselerinden kesilerek son hafta da naylon torba agzi tamamen agilip sera kosullarinda

dis ortama alistirilmstir.
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3.2.5. Gozlem, Olciim ve Analizler

3.2.5.1. Bor denemeleri

In vitro ¢cimlenme (%); bor igeren besin ortamlarinda kiiltiire alinan tohumlar
cimlenme ve gelisme durumlarinin tespiti igin dort glin arayla 20. giine kadar gézlem

yapilmistir. Cimlenme degerleri % olarak kaydedilmistir.

Bitki boyu (cm); Her bir farkli konsantrasyondaki magenta kaplarindaki

fidelerin tamaminda gévde boylar1 6lgiilerek cm olarak kaydedilmistir.

Kok uzunlugu (cm); her bir farkli uygulama i¢in tek magentadaki bitki
koklerinin tamaminda uzunluklar1 6lgiilerek ortalama uzunluklar cm cinsinden tespit

edilmistir.

Bitki agirhig (g); bitki fidelerinin B alimin1 belirlemek amaciyla bitki kok ve
gbovdeleri kurutma ve yakma sirasinda kolaylik saglamasi amaciyla bistiiri ile 2-3 parca
olacak sekilde kesilip yas agirhiklart belirlenecek ve 70 C’deki etiivde yaklasik 2 giin
kurutulup govdelerin kuru agirliklar1 tespit edildikten sonra yakma islemine tabi

tutulmustur.

Bitki bor icerigi (mg/kg); hava sirkiilasyonlu kurutma dolabinda 70 ‘C’deki
sabit agirliga ulasincaya kadar kurutulan bitki kisimlar1 (kok ve govde) hassas terazide
(0.000) yaklasik 0.2 g tartildiktan sonra mikrodalgada yakma sirasinda kullanilan teflon
tiiplere aktarilmig ve her bir 6rnegin tizerine 5 ml nitrik asit (HNO3) ve 2 ml H,0, ilave
edilerek 25-30 dakika kadar gaz ¢ikist olmasi i¢in beklendikten sonra mikrodalgaya
(CEM-Mars x 5 model) yerlestirilmistir. Yakma 170 C’de 40 dakika 170 PSI basing
altinda gergeklestirilmistir. Yakma islemi tamamlaninca hacmi saf su ile 25 ml’ye
tamamlanmis ve plastik kaplara mavi banthi filtre kagidi ile siiziilerek aktarilan

numuneler buzdolabinda okuma yapilincaya kadar muhafaza edilmistir.

ICP-AES ile 6rneklerin okunmasi; Mikrodalga da yakilarak hazirlanan 6rnekler
ICP-AES (Inductively Coupled Plasma- Atomic Emission Spectrometry).(Varian-Vista
Model, axiel) cihazinda, standart ¢ozeltiler kullanilarak kalibrasyon yapildiktan sonra

okunmustur.
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Bir okumada 28 elementin miktarim belirleyebilen ICP-AES ile drnekler makro
ve mikro element icerigi yoniinden analize tabi tutuldu. Okuma sonrasi elde edilen

veriler;

Element igerigi (Mmg/kg) = okuma degeri x sulandirma faktorii (hacim)/drnek

agirlign formiilii ile gergek degere cevrilerek ve istatistiki analizler i¢in kullanilmigtir.
3.2.5.2. Mikro cogaltim denemeleri
Siirgiin sayis1 (adet); siirgiin sayilari, adet/eksplant olarak belirlenmistir.

Siirgiin boyu (cm); siirgiin boylari, eksplant basina cm ortalama olarak

belirlenmistir.

In vitro koklenme (adet); olusan siirgiinler farkli biiylime diizenleyicilerinde
koklenme igin kiiltiire alindiktan sonra olusturduklar1 kok sayilari, adet/eksplant olarak

belirlenmistir.

In vitro kok uzunlugu (cm); farkli biiyiime diizenleyicilerinde koklenme igin
kiiltire alindiktan sonra olusturduklart kok uzunluklari, cm/eksplant olarak

belirlenmistir.

3.2.6. Verilerin Degerlendirilmesi

Her iki ¢aligmadan elde edilen veriler bilgisayarda MSTAT-C istatistik programi
kullanilarak analizine tabi tutulmus ve istatistiki agidan 6nemli bulunan degerler ¢oklu
karsilagtirma testi olan LSD wuygulanip literatlir bilgileri ile kiyaslamali olarak

yorumlanmustir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
Yapilan aragtirmada Gypsophila arrosti L.’nin in vitro sartlarda bor (B)’a
tepkileri ve mikro ¢ogaltim imkanlar1 arastirilmis ve sonuglar iki béliim halinde asagida

verilmistir.

4.1. Bor Denemeleri
4.1.1. Cimlendirme

Farkli bor dozlarinda ¢imlendirmeye alinan tohumlarda 20. giine kadar 4’er giin

arayla yapilan gozlem sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Gypsophila arrosti nin farkli B uygulamalarindaki ¢imlenme yiizdeleri*

Gozlem B (mg/l)
zamani (giin) 0 10 20 40 80
4. 48.0+£25.3 30.0+14.1 48.9+£22.6 40.0+23.1 44.0+£20.7
8. 68.0+£27.0 45.7£15.1 68.9+28.5 48.0+£25.3 64.0+£15.8
12. 68.0+£27.0 45.7+15.1 68.9+28.5 54.0+21.2 66.0+13.5
16. 72.0+£21.5 57.1+13.8 68.9+28.5 58.0+23.9 70.0+£10.5
20. 76.0£20.7 62.9+13.8 71.1+26.7 62.0£19.9 70.0+£10.5

* Standart sapma degerlerinin yiiksek olmasi, tekerriirler arasi ¢imlenme giiglerindeki varyasyondan
kaynaklanmustir.

Cizelge 4.1’e bakildiginda her dozda ¢imlenme yiizdeleri 20. giine kadar diizenli
bir sekilde artmistir. G.a arrosti L. bitkisinin; 4. giindeki ¢imlenme yiizdesi % 48.9 ile
20 mg/l dozunda en yiiksek bulunurken, bunu sirasiyla azalan 0 mg/l (% 48.0), 80 mg/l
(% 44.0), 40 mg/l (% 40.0) ve 10 mg/l (% 30.0) uygulamalar1 izlemektedir. 8. giin
sonunda en yiiksek ¢imlenme yiizdesi % 68.9 ile 20 mg/l dozunda meydana gelirken,
bunu sirasiyla azalan 0 mg/l (% 68.0), 80 mg/l (% 64.0), 40 mg/l (% 48.0) ve 10 mg/I
(% 45.7) izlemektedir. 12. giin ¢imlenmesi sonunda ¢imlenme yiizdesi % 68.9 ile 20
mg/l dozunda en fazlayken bunu sirasiyla 0 mg/l (% 68.0), 80 mg/l (% 66.0), 40 mg/I
(% 54.0) ve 10 mg/l (% 45.7) izlemektedir. 16. giin ¢imlenmesi sonunda ¢imlenme
yiizdesi % 72.0 ile 0 mg/l dozunda en fazlayken bunu sirasiyla 80 mg/l (% 70.0), 20
mg/l (% 68.9), 40 mg/l (% 58.0) ve 10 mg/l (% 57.1) izlemektedir. 20. giin ¢imlenmesi
sonunda ¢imlenme yiizdesi % 76.0 ile 0 mg/l B uygulamasindan elde edilmistir ve bunu
sirastyla 20 mg/1 (71.1), 80 mg/l (% 70.0), 40 mg/l (% 62.0) ve 10 mg/l (% 62.9) takip
etmistir. Sonug olarak 0, 10, 20, 40 ve 80 mg/l B uygulamalarinda G. arrosti L. bitkisin
cimlenme oranlar1 standart sapmadan da anlasilacag: lizere varyasyon gostermis olup

¢imlenmenin bor uygulamalarindan etkilenmedigi goriilmektedir.
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Yapilan arastirmalara bakildiginda; Atalay (2003) farkli bor dozlarinin (0. 1.08.
3.24. 9.72. 19.44 mg/l B) Kiziltan-91 ¢esidinde ¢imlenme iizerine etkisini In vitro
ortaminda arastirmis ve bor uygulamalarinin bu c¢esitte c¢imlenmeyi etkiledigini
belirtirken, Yorgancilar ve Babaoglu (2005) Bugday Cesitlerinde Borun Cimlenme
Uzerine Etkisinin In vitro ve Saks1 Sartlarinda Arastirilmasi isimli yaptig1 calismada bor
uygulamalarmin ¢imlenmeyi etkilemedigini tespit etmistir. Paull ve ark. (1988),
yaptiklar1 denemelerde saksi topragina 25, 50, 150 mg/kg B dozu uygulayarak bugday
ve arpa c¢esitlerinin tepkilerini incelemislerdir. Arastirmanin sonucuna gore en yiiksek
uygulamada B dozunun c¢imlenmeyi geciktirdigini ancak ¢imlenme yiizdesinde bir
degisikligin meydana gelmedigini bildirmislerdir. Lima (1998), bezelye tohumlarini 0,
2,4,8,10, 15 ve 20 mg/l B ¢ozelti ile doyurulmus pamuk iizerinde ¢imlendirerek borun
cimlenmeye etkisini incelemistir. Yalnizca yliksek konsantrasyonlarda yaklasik olarak
% 8 azalma gosteren ¢imlenme oran1 8 mg/l B’ye kadar B uygulamasindan
etkilenmedigini belirlemistir. Ayrica, fide gelisiminin azaldigi ve toksite belirtilerinin
ortaya ciktigt B konsantrasyonundan 4 kat daha fazla B bulunmasi durumunda
tohumlarin ¢imlenme oraninda azalma oldugunu ifade etmistir. Bagheri ve ark. (1992),
bezelyelerde sera sartlarinda yaptiklari sakst denemelerinde ¢imlenmenin B

seviyesinden etkilenmedigini ifade etmislerdir.

Gortildigi gibi, Paull ve ark. (1988); Atalay (2003); Yorgancilar ve Babaoglu
(2005) bugday ve arpa, Lima (1998); Bagheri ve ark. (1992) bezelyede benzer sonuglar

elde ettikleri gortilmektedir. Bu galismalarda sonuglarimizi destekler niteliktedir.
4.1.2. Bitki gelisim parametreleri

Aragtirmada farkli dozlardaki bor uygulamalarinda bitki gelisim seyri incelenmis
ve 6 haftanin sonunda bitkilerde asagidaki degerler belirlenmistir (Cizelge 4.3). Yapilan
varyans analizi sonucunda farkli bor uygulamalarinin gévde uzunlugu ve goévde kuru
agirhigr tizerine etkisi % 1 seviyesinde onemli, govde yas agirligr lizerine etkisi % 5
seviyesinde onemli bulunurken, kok uzunlugu ve kok kuru agirligi tlizerine etkisi

istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.2)
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Cizelge 4.2. Gypsophila arrosti'nin farkli B uygulamalarindaki bitki gelisim seyrine ait varyans analiz

sonuglari
Parametreler S.D. K.O. F Ccv
Govde uzunlugu 4 16.893 10.6354** 0.24
Kok uzunlugu 4 2.020 2.3142 0.20
Govde yas agirhgi 4 0.322 4.8347* 0.57
Kok yas agirhgi 4 0.052 29741 0.68
Govde kuru agirhg 4 0.011 7.8559** 0.41
Kok kuru agirhgi 4 0.001 3.3190 0.29

** 061, * %5 seviyesinde onemlidir.

Cizelge 4.3. Gypsophila arrosti nin farkli B uygulamalarindaki bitki gelisim seyri

Parametreler B (mo) LSD
0 10 20 40 80 Degeri
Goévde uzunlugu (cm) 48AB 6.3A 75A 6.3A 14B 3.45
Kok uzunlugu (cm) 5.3 5.2 51 4.3 3.3 -
Govde yas agirhig (g) 0.5ab 09a 0.5ab 0.2b 0.1b 0.49
Kok yas agirhg (g) 0.22 0.34 0.30 0.09 0.03 -
Govde kuru agirhg (g) 0.08 B 0.19A 0.09B 0.07B 0.01B 0.09
Kok kuru agirhig (g) 0.06 0.09 0.07 0.07 0.01 -

Cizelge 4.3’e bakildiginda en fazla gévde uzunlugu 7.5 cm ile 20 mg/l B
uygulamasindan elde edilmistir. 20 mg/l B uygulamasina kadar gévde uzunlugunda artis
gozlenmis bundan sonra artan B dozlarinda azalma meydana gelmistir. En diisiik govde
uzunlugu ise 80 mg/l B dozunda olusmustur. Burada goriildiigii gibi yapilan LSD
gruplamasinda 10, 20 ve 40 mg/l B uygulamasinda G. arrosti bitkisi gévde uzunlugu
bakimindan benzer tepki vermistir. Sonug olarak gévde uzunlugu bakimindan bu bitki

belli bir diizeydeki bor konsantrasyonunda gelisim gdstermistir.

Bu bitkinin kok uzunluklarina bakildiginda ise bor uygulamasi arttik¢a bitki kok
gelisimin azaldig1 goriilmiistiir. Fakat bu azalma istatistiki olarak énemli bulunmamustir.
Yapilan c¢aligmalara bakildiginda B uygulamasinin artmasi ile birgok tiirde kok
uzunlugunun azaldig ifade edilmistir. Yorgancilar, (2005); Campbell ve ark., (1998)
yaptiklar1 arastirmada B uygulanmayan bitkilerde kok uzunluklarinin fazla bir artig
gostermedigini, B dozu arttirildik¢a kok uzunluklarinda bir azalma meydana geldigini
belirtmislerdir. Yorgancilar (2005); El-Sharkawi ve ark.’nin (1999), borun bugdayda
kok gelisimine etkisini inceledikleri caligmalarina goére artan B uygulamasinin bir

noktaya kadar kilcal kok gelisimi hizlandirdigin1 fakat B dozunun daha da arttirilmasi
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ile koklerde deformasyonlara neden oldugunu belirtmislerdir. Sonu¢ olarak B
uygulamasinin artmasi ile kok uzunlugunda bir azalma meydana gelmistir fakat bu
bitkide 80 mg/l B uygulanasinda bile belirli diizeyde bir kok gelisimi meydana

gelmistir.

G. arrosti bitkisi, govde agirliklari incelenecek olursa uygulamalar arasinda
farklilik olustugu goriilmektedir. En fazla govde yas agirligi 0.9 g ile 10 mg/l B dozunda
goriilirken 20 mg/l dozu uygulamasindan sonra azalma meydana geldigini
sOyleyebiliriz. Goriildiigii gibi bor dozunun artisi ile gévde yas ve kuru agirliklarinda bir
azalma meydana gelmistir fakat yine de bu bitki belirli oranlardaki bor dozuna direng
gostermistir. Yorgancilar (2005), B uygulamalarinda govde agirlik ortalamasi doz

miktar1 artinca azalmalar goriildiigiinii ifade etmistir.

G. arrosti bitkisi, kok yas ve kuru agirligi bakimindan istatistiki olarak
uygulamalar arasinda farklilik bulunmamasina ragmen 20 mg/l B uygulamasindan sonra
bitkinin kok gelisimi yavasgladigindan kok miktarlarinda ritmik bir azalma meydana
gelmistir. Giines ve Alpaslan (2000), sera sartlarinda yetistirdikleri 8 misir genotipinde,
B uygulamasinin borun alimin1 ve konsantrasyonunu arttirirken kuru agirligi azalttiginm
belirlemislerdir. Barut (1997); Alpaslan ve ark. (1996); Taban ve ark. (1995); Paull ve
ark. (1993); Paull ve ark. (1988); tarafindan yapilan denemelerde, uygulanan B
miktarina bagli olarak bugday ¢esitlerinin kuru agirliklarinin bazi gesitlerde azaldig
baz1 ¢esitlerde ise belirgin bir degismenin olmadigint belirtmislerdir (Yorgancilar,

2005).

Sonu¢ olarak biitiin  bitki gelisim parametreleri  bir biitiin  olarak
degerlendirildiginde bu bitkinin belirli bir orandaki bor dozuna (40 mg/l B) direng

gosterebildigini soyleyebiliriz.
4.1.3. Element icerikleri

Bitki kok ve govdesinde yapilan element analizi sonucu elde edilen degerler

varyans analizine tabi tutulmustur.

4.1.3.1. Kok

Gypsophila arrosti L. fidelerin kok B igerikleri ICP-AES cihaz1 ile

belirlendikten sonra B miktarlart mg/kg olarak hesaplanmig ve istatistik analiz sonucu
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elde edilen ortalama degerler Cizelge 4.4’da verilmistir. Gypsophila arrosti L. bor
uygulamasi incelendiginde kok B igeriklerinde en diisiik B alimi 10.5 mg/l ile 0 B
dozunda goriiliirken en yiiksek B alimi ise 80 mg/l dozunda 601.9 mg/l olarak meydana
gelmistir. B konsantrasyonu arttikca bitki kokiinde B birikiminde lineer olarak arttigi

gozlenmistir.

Bitki koklerinde element analizi sonucunda farkli B uygulamalarinda % 1
seviyesinde onemli olan elementler; Na, B, K, Cu, Mn, S, % 5 seviyesinde ise P, Mg ve

Zn elementleridir. Ca elementinin miktari ise istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur.

Cizelge 4.4. Gypsophila arrosti’nin farkli B uygulamalarindaki element igerigine ait varyans analiz

sonuglari
Govde Kok

Parametreler S.D. K.O. F Ccv S.D. KO F cv
Ca 4 444650.228 9.7386** 0.05 4 476743.227  1.6558 0.17
K 4 10147063.515 7.7226** 0.04 4 54544218.823 14.4250** 0.08
P 4 5474730.373 17.4650** 0.12 4 4777991.221 5.6637* 0.14
Mg 4 206214.895 9.2461** 0.08 4 479179.265 5.5510* 0.21
B 4 574581.118  308.2873**0.07 4 171016.005  939.4769**0.07
Mn 4 7690.888 11.2323** 0.11 4 2751.128 9.4330** 0.10
Cu 4 2.459 6.9144*  0.23 4 7.311 9.1567** 0.17
Zn 4 5726.829 39.3651** 0.09 4 1252.972 5.0657* 0.08
Na 4 48672.088 3.1412 0.10 4 405739.349  20.9603** 0.08
S 4 329411.078 9.5016** 0.07 4 427280.912  5.1235** (.08
** %1, * %5 seviyesinde onemlidir.
Cizelge 4.5. Gypsophilla arrosti kok besin elementleri igerikleri
B (mg/) Makro Besin Elementleri (mg/kg) Mikro Besin Elementleri (mg/kg)

Ca K P Mg B Mn Cu Zn Na S
0 33024 26082.1AB 6419.2bc 1689.2a 10.5E 144.9BC 4.3BC  200.4ab 2336.7A 3464.4b
10 3697.1 28592.2A 5712.1bc 1873.8a 57.7D 131.7C 43BC 212.8a 1721.4B  3689.8b
20 2992.4 27672.5AB 5506.3c 1419.2ab 98.4C 180.6AB 4.0C 175.0bc 1848.2B  3433.1b
40 3146.8 22873.0BC 7424.1ab 1021.5b 212.0B 163.3ABC  7.5A 188.7abc 1806.8B  4367.6a
80 2613.2 18104.6C 8535.3a 967.1b 601.9A 208.7A 6.5AB 161.0c 1305.6C  3801.5b
Ort. 3150.4 24664.9 6719.4 1394.2 196.1 165.84 5.32 187.58 1803.74 3751.28

S LSDogs: 543.7; Na LSDgor: 381.2; Zn LSDoos: 29.61; Mg LSDggs: 5532.0.; Mn LSDgor: 46.79; P
LSDg0s:1729.: K LSDg1:5327; Cu LSDg o1: 2.447; B LSDy 01 36.96

Cizelge 4.5’te goriildiigli gibi B dozunu artirilmast ile bitki kokiiniin K, Mg, Zn,
Na element icerikleri diizenli bir sekilde azalirken, P, B, Mn, Cu, elementlerinde artis

belirlenmistir. Ca, S igerigi ise dalgalanmalar goriilmistiir. Gezgin ve Hamurcu (2006)
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Borun N, Ca, Mg, Fe ve Mn ile antogonistik; P, K, S, Zn ve Cu ile de sinerjistik
etkilesiminin oldugunu bildirmislerdir. Bu sonuglar bizim sonug¢larimizla kismen
ortismemistir. Bu farkliligin kok element igerikleri olmasindan ve arastirmamizin doku
kiltlirii sartlarinda kapali kavanozlarda ytiriitiilmesinden kaynaklanabilecegi sonucuna

varilmgtir.

4.1.3.2. Govde

Gypsophila arrosti L. fidelerin govde B igerikleri ICP-AES cihaz1 ile
belirlendikten sonra B miktarlart mg/kg olarak hesaplanmis ve istatistik analiz sonucu
elde edilen ortalama degerler Cizelge 4.4’da verilmistir. Bitki govdelerinde element
analizi sonucunda farkli B uygulamalarinda % 1 seviyesinde énemli olan elementler;
Ca, B, K, Mn, S, P, Mg ve Zn, % 5 seviyesinde ise Cu elementi 6énemli bulunmusken

Na, elementi ise istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.6. Gypsophilla arrosti govde besin elementleri icerikleri

Makro Besin Elementleri (mg/kg) Mikro Besin Elementleri (mg/kg)

B (mg/l)
Ca K P Mg B Mn Cu Zn Na S

0 4645.3A 29857.4AB 4963.0BC 2107.8A 9.5D 238.1B 2.8ab 125.7BC  1249.8 2560.3AB
10 4386.2A 27524.7B 3203.6D 2019.5A 286.4C  2247B  2.2bc 97.8C 1316.5 2250.1B
20 4179.9AB 27467.4B 3666.9CD 1841.9A 500.8B 185.8B 1.3c 94.4C 1283.1 2168.6B
40 4193.5A 31740.8A 5538.3AB 1925.0A 958.4A 251.7B 3.0ab 134.0B 1333.0 2618.7AB
80 3600.4B 30174.7AB 6502.6A 1431.4B 10354A 3240A 37a  2028A 1019.9 3001.2A
Ort. 4201.1 29353.0 4136.3 1865.1 558.1 244.86 2.6 130.94 124046  2519.78

Ca LSDgg;: 585.4; B LSDg;: 118.3; Mn LSDg;: 71.69; Mg LSDq;: 409.1; Zn LSDgq;: 33.04;
S LSDg1: 510.1 P LSDg;1:1534.0 K LSDq;: 3140; Cu LSDgs: 1.123

Gypsophila arrosti L. bor uygulamasi incelendiginde gévde B igeriklerinde en
diisik B alim1 9.5 mg/l ile 0 B dozunda goriiliirken en yiiksek B alimi ise 80 mg/I
dozunda 1035.4 mg/l degisim gostermistir (Cizelge 4.4). Nable ve ark. (1990), 0.618-
395 mg/l borik asit araliginda B konsantrasyonu artttkga B aliminin lineer olarak

arttigini bildirmislerdir. Bu sonuglarda ¢aligmamizla benzerlik gostermektedir.

Bitkinin diger element iceriklerine bakildiginda ise B uygulamasinin artmasi ile
bitki gévdesindeki Ca, Mg ve Na miktar1 azalirken, K, P, Mn, Cu, Zn ve S miktari
artmistir. Gezgin ve Hamurcu (2006) Borun N, Ca, Mg, Fe ve Mn ile antogonistik; P, K,
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S, Zn ve Cu ile de sinerjistik etkilesiminin oldugunu bildirmislerdir. Bu sonuglar

calismamizi kismen destekler niteliktedir.

Sonug olarak ¢alismanin doku kiiltiiri sartlarinda kapali kavanozlarda yapilmis
olmast bitkinin element alimi hakkinda genel bir bilgi vermektedir, fakat bazi
elementlere ait sonuglar sera ve arazi sartlarinda degiskenlik gosterebilir. Bu nedenle in
vitro calismalar sera ve arazi denemelerine 6n bilgi verme niteliginde olmaktadir.
Ciinkii bitkinin arazi kosullarindaki c¢evresel faktorleri iklim kosullarina bagli olarak

degismektedir.

4.2. Hizh Cogaltim
4.1.1. Siirgiin ¢cogaltim

G. arrosti L.’a ait 30 giinliik steril fidelerden alinan bogum arasi explantlar
farkl1 konsantrasyonda (0.2, 0.5 ve 1.0 mg/l) ZEA, TDZ ve BAP iceren MS besin
ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Kiiltiir baglangicindan farkli zamanlarda bogumlardan
yapraklarin yeniden olustugu goriilmiistir. Zaman iginde TDZ bitki biiyiime
diizenleyicisi iceren MS besin ortamlarinin farli dozlarinda da siirgiin sayisinin diger

ortamlara gore hizla arttig1 ve olusanlarinda ise camsilasmanin basladigi gozlenmistir.

Kullanilan farkli ortamlarin eksplant basina siirgiin sayilarina etkisini belirlemek
igin varyans analizi yapilmistir (Cizelge 4.7). Varyans analizi sonucunda biiyiime
diizenleyici siirgiin sayist bakimindan %1 diizeyinde istatistiki olarak Onemli
bulunmustur. Bu degerler arasindaki 6nem diizeyini belirlemek i¢in yapilan LSD testi

sonuclar1 Cizelge 4.8’de verilmistir.

Farkli miktarlardaki BAP, ZEA ve TDZ igeren ortamlarin genel ortalamasina
bakildiginda en fazla siirgiin sayist 23.1 adet olarak TDZ igeren ortamlarda
gozlenmistir. Genel olarak TDZ iceren ortamlarda siirgiin sayis1 daha fazla olmasina
ragmen TDZ’nin siirgiinler lizerindeki olumsuz etkisi nedeniyle siirgiinlerin kimisinde
camsilasma kimisinde ise yapraklarin sararmis olduklar1 gozlenirken BAP ve ZEA’li
ortamlarda siirgiinlerin saglikli olduklar1 gézlenmistir. 30 giin sonunda olusan siirgiinler

sayilarak koklendirme ortamina aktarilmistir (Sekil 1.).
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Cizelge 4.7. Gypsophila arrosti'nin farkli biiytime diizenleyicisi igerisindeki siirgiin sayis1 ve siirgiin
uzunluguna ait varyans analiz ¢izelgesi

Stirgiin say1s1 Siirgiin Uzunlugu
Parametreler  S.D. K.O. F Ccv S.D. K.O. F Ccv
BDZ 2 647.293 39.6374** 0.000 2 4.918 75.1053** 0.000
DOz 2 41.831 2.5616 0.1050 2 0.344 5.2464* 0.0160
BDZxDOZ 4 5218  0.3195 - 4 0.205 3.1231* 0.048
HATA 18 16.330 - - 18 0.065 - -

**0% 1, * % 5 seviyesinde onemlidir.

Cizelge 4.8. Gypsophila arrosti’nin farkli biiylime diizenleyicisi icerisindeki siirglin sayist ve siirgiin

uzunlugu
Siirgiin Say1s1 (adet/eksplant) Siirgiin Uzunlugu (cm)
BD miktar1 (mg/1) BD miktar1 (mg/1)

BD s Ort. s Ort.

0.2 0.5 1.0 0.2 0.5 1.0
BAP 5.9 7.2 10.9 8.0B 24a 17c 1.9bc 20A
TDZ 23.0 20.4 26.0 23.1A 0.8d 0.8d 0.8d 0.8B
ZEA 7.3 8.9 10.6 89B 24a 2.3ab 18¢c 22 A
Ort. 121 12.2 15.8 19a 16b 15b
BD: Buyurne dﬁzenleyicisi BD-LSDOYOJ_: 5.48 BD-LSDO’Ol: 035, BDM-LSDoyo5: 0.25
BDM: Biiyiime diizenleyici miktari BD x BDM-LSDys: 0.44

Ayrica gelisen siirglinlerin uzunluklari cm cinsinden 6l¢iilmiis ve degerlerin
ortalamalar1 Cizelge 4.8’de verilmistir. Yapilan varyans analizinde biiyiime
diizenleyicisi (BDZ) %1, uygulama dozu (DOZ) ve BDZxDOZ interaksiyonu %5

seviyesinde istatistiki olarak dnemli bulunmustur (Cizelge 4.7).

Farkli biiyiime diizenleyicilerinde G. arrosti’de siirgiin uzunlugu 0.8 ile 2.4 cm
arasinda degismistir. En yiiksek siirgiin uzunlugu BAP ve ZEA’nin 0.2 mgl/l
uygulamasindan (2.4 c¢cm) elde edilirken, en diisiik siirglin uzunlugu TDZ (0.8 cm) tiim
uygulamalarindan elde edilmistir. Biiyiime diizenleyicilerinin genel ortalamalarina
bakildiginda ise ZEA siirgiin uzunlugu (2.2 cm) bakimindan etkili olurken BAP ile (2.0
cm) ayni grup icerisinde yer almistir. Uygulama dozlarinda ise siirgiin uzunlugu
bakimindan 0.2 mg/l diizeyi etkili doz olarak belirlenmistir. Rashid ve ark. (2012),
maksimum siirglin uzunlugu,1 mg/l BAP iceren ortamda % 86 ile 6.53 cm’de 21 giin

sonra gozlenmistir.

Sonug olarak G. arrosti bitkisinde doku kiiltiirii ile mikrogogaltim i¢in, siirgiin
sayist bakimindan 1 mg/l TDZ uygulamasi, siirglin uzunlugu bakimindan ise 0.2 mg/l

BAP veya ZEA igeren ortam arastiricilara tavsiye edilebilir. Ahroni ve ark. (1997),
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Gypsophila’nin diger kiiltlir ¢esitlerin (Perfecta, Golan, Gilboa, Flamingo ve Tavor)
eksplantlarinda siirgiin olusumunda en etkili sitokinin (% 100) olarak TDZ’i
bulmuslardir.  Ayrica  Gypsophila perfecta siirgiin  rejenerasyonunda TDZ
kullanildiginda daha iyi sonug almalarina ragmen, 0.2 ve 1 mg/l BAP igceren ortamlarda
digerlerine gore daha saglikli siirgiin olustugunu belirtmiglerdir. Atalay ve ark.
(2007)°da, Gypsophila sphaerocephala Fenzl ex Tchihat’de ise 0.22 TDZ’de daha
normal ve daha canli siirgiinlerin olustugu ancak BAP igeren ortamlardaki siirgiinlerden
daha acik renkli olduklar1 fark etmisler ve yine yliksek oranda TDZ siirgiin gelisiminde

anormalliklere sebep oldugu goriisleri ¢alismamizi destekler niteliktedir.
4.1.2. Siirgiinlerin koklendirilmesi

G. arrosti L. tiiriinde mikro ¢ogaltim ile elde edilen 2-3 cm boyundaki saglikli
stirglinler 0.2 ve 1.0 BAP (mg/l) ile 0.2 ZEA (mg/l) dozundaki hormonlu ortamlardan
alinan siirgiinler 0 mg/l, 0.5 ve 1.0 mg/l IBA ile 0.5 ve 1.0 mg/l NAA iceren MS
ortamlarinda koklendirilmeye alinmistir. Bitkilerde siirgiin gelisimi ve kok uzunlugu
belirlenmis ve elde edilen degerler varyans analizi yapilmistir. Saglikli siirgiinlerin
gozlemlendigi farkli sitokininli ortamlarin ve koklendirme ortamlarinin siirgiin
uzunlugu ve kok uzunlugu tizerine etkisi istatistiksel olarak % 1 seviyesinde onemli
bulunmustur (Cizelge 4.9).Yapilan LSD 6nem testine gore Cizelge 4.10.’da ortalama
gelisen siirgiin uzunlugu ve Cizelge 4.11.”de ortalama kok uzunlugu gruplandirilmistir.

Cizelge 4.9. Gypsophila arrosti'nin farkli biiyiime diizenleyicisi igerisindeki siirgiin uzunlugu ve kok
uzunluguna ait varyans analiz ¢izelgesi

Gelisen Stirgiin Uzunlugu

Parametreler S.D. K.O. F CcVv
Geldigi Siirgiin Ortami (GSO) 2 4.424 6.4137** 0.0048
Kd&klendirme Ortami (KO) 4 4.371 6.3365** 0.0008
GSO x KO 8 1.663 2.4116 0.0384
Hata 30 0.690 - -
Kok Uzunlugu

Parametreler S.D. K.O. F CcVv
Geldigi Siirgiin Ortamu (GSO) 2 6.329 38.8698** 0.0000
K&klendirme Ortami (KO) 4 0.951 5.8410** 0.0013
GSO x KO 8 0.266 1.6363 0.1562
Hata 30 0.163 - -

** 061, * %5 seviyesinde onemlidir. A:Geldigi ortam (0.2 ZEA, 0.2 BAP ve 1.0 BAP)B: Koklendirmeye
alindig1 ortam (0.5-1.0 NAA veya IBA).
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Cizelge 4.10. G. arrosti L. bitkisinin farkli koklenme ortamlarindaki ortalama siirgiin geligimi (cm)

Koéklendirme Ortam (mg/l)

Geldigi Siirgiin
Ortamu (mg/1) ort
0 0.5 IBA 11BA 0.5NAA 1NAA
0.2 ZEA 7.4A 5.5BCD 45D 6.5AB 6.4ABC 6.1B
1.0 BAP 6.6AB 5.5BCD 6.4ABC 6.9AB 4.6CD 6.0B
0.2 BAP 7.7A 5.9ABCD 7.0AB T7.4A 6.9AB 7.0A
Ortalama 7.2A 5.6C 6.0BC 6.9AB 6.0BC

GSO LSDy;: 0.83, KO LSDg;: 1.08, GSO x KO LSDy,: 1.87

Cizelge 4.10°da goriildiigiic gibi  farkli biiytime diizenleyicileri igeren
koklendirme ortaminda G. arrosti’nin ortalama gelisen siirgiin uzunlugu, 6.0 ile 7.0 cm
arasinda degismis olup en fazla siirgiin uzunlugu 0.2 mg/l BAP uygulamasindan
aktarilmis Dbitkilerden elde edilmistir. Farkli dozlarda koklendirme ortamlarina
bakildiginda ortalama siirgin uzunluklarinda farkliliklar goriilmiis olup, en yliksek
siirglin uzunlugu ortalamas1 biiylime diizenleyicisi igermeyen ortamdan elde edilmistir.
0.2 ZEA’li ortamdan biliylime diizenleyici igermeyen ortama aktarilanlarda siirgiin
uzunlugu 7.4 cm, 1.0 BAP’li ortamdan biiylime diizenleyici igcermeyen ortama
aktarilanlarda siirgiin uzunlugu 6.6 cm, 0.2 BAP’li ortamdan biiyiime diizenleyici

icermeyen ortama aktarilanlarda siirgiin uzunlugu 7.7 cm’dir.

Cizelge 4.11. G. arrosti L. bitkisinin farkli koklenme ortamlarindaki ortalama kok uzunlugu (cm)

Koklendirme Ortami (mg/l)

Geldigi Siirgiin
Ortam (mg/1) ort
0 0.5 IBA 1IBA 0.5 NAA 1 NAA
0.2 ZEA 2.5A 2.3AB 1.5BC 1.2CD 1.7ABC 1.8A
1.0 BAP 1.3CD 0.5DE 0.2E 0.4DE 0.4DE 0.5C
0.2 BAP 1.1CDE 1.2CD 1.1CDE 1.0CDE 0.8CDE 1.0B
Ortalama 1.6A 1.3AB 0.9B 0.9B 1.0B

GSO LSDy;: 0.41, KO LSDg;: 0.52, GSO x KO LSDg,: 0.91

Cizelge 4.11°da goriildiigii gibi 0.2 ZEA, 1.0 BAP ve 0.2 BAP ortamlarindan
gelen siirgiinleri aktardigimiz farkli doz ve ortamlardaki koklendirme ortamlari (0.5
IBA, 1.0 IBA, 0.5 NAA ve 1.0 NAA) ile kiyaslandiginda 0 mg/l MS ortaminda
geldikleri {i¢ ortamda da siirgiin ve kok uzunluklarini bakimimdan en yiiksek deger
sirastyla 7.2 cm ve 1.6 cm olarak bulunmustur. Bu durum ile G. arrosti L. bitkisinin
koklenmesi (% 100) i¢in oksin kullanilmasi gerekmedigini géstermistir. 0.2 ZEA’li

ortamdan biiyiime diizenleyici igermeyen ortama (0 mg/l) aktarilanlarda k6k uzunlugu



32

2.5 cm; 1.0 BAP’li ortamdan biiyiime diizenleyici igermeyen ortama (0 mg/l)
aktarilanlarda kok uzunlugu 1.3 cm; 0.2 BAP’li ortamdan biiyiime diizenleyici
icermeyen ortama (0 mg/l) aktarilanlarda kok uzunlugu 1.1 cm’dir. Alla-Atta ve ark.
(2001), en iyi koklenmeyi 2.0 mg/l NAA igeren 1/2 MS ortaminda gosterdiklerini
belirlemislerdir. Rashid ve ark. (2012), koklenme baslangici, 11 giin sonra 0.5 mg/l
NAA eklenmis ortamda % 85 ile 2.66 cm olarak gozlemistir. . Kanchanapoom ve ark.
(2011), rejenere olmus siirgiinleri 16.1 uM NAA iceren MS ortaminda 4 haftada
koklendigini belirlemislerdir. Sonug olarak bizim caligmamizda, bir hafta sonunda
siirglinlerin bazilarinda kok olusumu baslamistir. 2. haftanin sonunda siirgiinlerin
¢ogunda kok olusumu gozlenmistir. 4. haftanin sonunda siirglinlerin tamami

koklenmistir. Buda yapilan arastirmalarla benzerlik gostermektedir.
4.1.3. Siirgiinlerin dis ortama ahstirilmasi

G. arrosti L. tiirlerinde in vitro’da olusan siirgiinler koklendirme sonrast 6nce
15-27°C’de yiiksek nem igeren torf: perlit (1:1) karigiminda iki-li¢ hafta saksilarda ve
naylon torba kapatilarak bekletilip birer hafta arayla naylon torbalarin koselerinden
kesilerek son hafta da naylon torba agzi tamamen agilip sera kosullarinda dig ortama
alistinnlmigtir (Sekil 1.). Kanchanapoom ve ark. (2011), 4 haftada koklenen bitkiciklerin
% 100 canlilikta saksilara aktarildigini belirtmislerdir.

Sekil 1. Gypsophila arrosti L. bitkisinin in vitro doku kiiltiirii ile ¢ogaltilmasi
a) 1.0 mg/l BAP igeren MS ortaminda yan siirgiinlerin ¢ogaltimi

b) Koklenme ortaminda olusan kokler

c¢) Aklimatizasyon islemi yapilan fide

d) Saks1 olarak bardaklara aktarilmig Gypsophila arrosti bitkisi
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Gypsophila arrosti bitkisi de diger bazi tiirleri gibi bitki biinyesinde (kok ve
govde) B biriktirerek hiperakiimiilator bir bitki olma 06zelligini gostermektedir.
Gypsophila arrosti bitkisinin bor elementine olan tepkisi 0 ile 80 mg/l B dozu
sonuglarina baktigimizda hem gévde kisminda (9.5-1035.5 mg/l) hem de kok kisminda

(10.5-601.9 mg/l) bor elementini lineer bir artigla biinyesine aldig1 gézlenmistir.

Boyle ticari ve endemik bir bitki olan G.arrosti’nin mikro ¢ogaltiminda steril
fidelerden alinan explantlar 0.2, 0.5 ve 1.0 mg/L BAP, TDZ ve ZEA igeren MS
ortaminda olusan siirglin sayis1 ve siirgiin uzunluguna bakildiginda TDZ’li ortamda
siirglin sayisinin en fazla oldugu gézlemlenirken siirgiin uzunlugunu da en az olup
camsilagma goriilmiistiir. BAP ve ZEA’li ortamlarda ise saglikli siirgiinler gézlenmistir.
En fazla siirgiin uzunlugu ise 2.2 cm olarak ZEA’li ortamlarda goriilmiistiir. 0.2 ZEA,
1.0 BAP ve 0.2 BAP’l1 ortamlarda siirgiinlerin daha saglikli oldugu goriildiigii ve bu
ortamdan gelen siirgiinlerin 0 mg/1, 0.5 ve 1.0 mg/l IBA ile 0.5 ve 1.0 mg/l NAA igeren
koklendirme ortamlarina alinmistir. Sonucunda ise biliylime diizenleyici igermeyen
ortama aktarilanlarda kokler daha uzun oldugu gézlenmistir. 0.2 ZEA’li ortamdan gelen
siirglinlerin kok uzunlugu, 2.5 cm, 1.0 BAP’l1 ortamdan gelen siirgiinlerin kok uzunlugu

1.3 cm, 0.2 BAP’l1 ortamdan gelen siirgiinlerin kok uzunlugu 1.1 cm’dir.

Yapilan caligmalarla; bu bitkinin B tolerans sinirlar tespit edilerek literatiirlere
ve bilime kazandirilmaktadir. Boylece bor bakimindan toksite problemleri olan tarim
alanlarinda bu bitkiler temizleyici bitki olarak kullanilabilme potansiyeli de belirlenmis
olmaktadir. Olusturulacak 1slah programlarinda B toksitesi ve tuza dayaniklilik

konusunda model bir bitki potansiyeline sahiptir.

5.2. Oneriler

1. Coven elde edilen bitkilerin 6zellikle Gypsophila arrosti L.’nin iiretim
yontemleri arastirilmali ve tiretimleri tesvik edilmelidir.

2. Ortamm silirgiin olusumunda iyi bir ortam olan TDZ’in olusturdugu
vitrifikasyon probleminin nasil engellenmesi konusu hakkinda ¢alismalar yapilmalidir.

3. Kazik koklii ve bor hiperakiimiilator bitki olan G.arrosti bitkisi bor toksitesi

mevcut olan bdlgelerimiz igin tercih edilebilir.
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4. Yurt i¢i dogadan ¢oven kokii sokiimii durdurulmali veya en azindan ¢éven
kokii sokiilen alanlarda miinavebe uygulanmast saglanmalidir.

5. Cogu endemik olan Gypsophila L. tiirlerinin bazi taksonlarin dogadan
kontrolsiiz sekilde toplanmasi bitkilerin populasyonlarin1 zayiflatmakta ve endemik
tiirlerin nesillerinin devami bakimindan tehlike olusturmaktadir. Bu nedenle ekonomik
amagli olarak yaygin bir sekilde kullanilan taksonlarin iiretilmesine ve dogada tehdit

altinda olan 6zellikle endemik taksonlarin korunmasina yonelik ¢alismalar yapilmalidir.
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EKLER

EK-1 MS besin ortaminin igerigi (Murashige ve Skoog 1962)

Komponentler Madde miktar1
(mg/1)

CaCl;,2H,0 440

CoCl,,6H,0 0,025

CuS04,5H,0 0,025

Na,EDTA 37,3

H3BO3 6,2

KH2PO4 170

Kl 0,83

KNO3 1900

MgS04,7H,0 370

MnS04,4H,0 22,3

Na,Mo0,4 2H,0 0,25

NH4NO3 1650

ZnS04,7H,0 8,6

Glisin 2,0

Myo-Inositol 100

Nikotinik asit 0,5

Pridoksin-HCI 0,5

Thiamine-HCI 0,1

Sakkaroz 30 000
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