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0Oz: Bu calismada, Old Home x Farmingdale 333 (OHxF 333) (Pyruscommunis L.) armut anacinda mikro ¢eliklerin in
vitro koklenmesi {izerine PVA’nin (polivinil alkol), IBA (indolbiitirik asit) ve IAA (indolasetikasit)’nin etkileri
arastirilmistir. PVA denemesinde (1. deneme), aseptik kosullarda, hizli daldirma yontemiyle 200 ppm IBA uygulanmis
mikro celikler, 0, 1, 2 ve 3 gl* PVA ilave edilmis, biiyiimeyi diizenleyici madde igermeyen, makro element diizeyi %
olan MS (Murashige ve Skoog) temel besin ortami tizerinde kiiltiire alinmigtir. Oksin denemesinde (2. deneme) ise IBA
ve [AA’nin 0, 12, 24, 48, 120 ve 240 ppm dozlarinin aseptik kosullarda yavas daldirma yontemiyle (1 saat) uygulandig
mikro ¢elikler, PVA igermeyen ayni temel besin ortamina dikilmistir. Kiiltiirler bir hafta karanlik, bes hafta 16 saat
aydinlik kosullarda tutulmustur. Caligmanin sonucunda, hizli daldirma yontemiyle 200 ppm IBA uygulanmis mikro
celiklerde PVA (1, 2 ve 3 g I'Y)’min invitro kéklenme oranlarmi énemli diizeyde artirdign (%75-100) belirlenmistir.
Koklenme diizeyi (ortalama 2.51), ortalama kok sayisi (ortalama 3.54 adet) ve kok uzunlugu (ortalama 17.0 mm)
bakimindan uygulamalar arasinda istatistiksel anlamda 6nemli bir farklilik ortaya ¢ikmamustir. Oksin denemesinde ise
en yiiksek koklenme oranlari IAA’nin 48, 120, 240 ppm ve IBA’nin 12, 24, 120 ppm uygulamalarinda %350.0 ile %83.3
arasinda kaydedilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pyrus, mikro ¢ogaltim, in vitro, koklenme, PVA

Effects of Auxin and Polyvinyl Alcohol Treatments on in Vitro Rooting of

Old Home x Farmingdale 333 Pear Rootstock

Abstract: In this study, effects of polyvinyl alcohol (PVA), IBA (indole-3-butyric acid) and IAA (indole-3-acetic acid)
on in vitro rooting of micro cuttings in Old Home x Farmingdale 333 (OHxF 333) (Pyruscommunis L.) pear rootstock.
In the PVA experiment (Trial 1), micro cuttings, dipped in 200 ppm of IBA by quick-dip method under aseptic
conditions, were cultured on MS (Murashige and Skoog) basal medium containing half strength of macronutrients
without plant growth regulators and added PVA of 0, 1, 2 and 3 g I, In the auxin experiment (Trial 2), micro cuttings,
dipped in 0, 12, 24, 48, 120 and 240 ppm concentrations of IBA or IAA by dilute solution soaking method during an
hour under aseptic conditions, were cultured on same basal medium without PVA.The cultures were incubated for a
week in the dark and then for five weeks under 16-h photoperiod conditions. As a result of the study, it was determined
that PVA (1, 2 and 3 g I*) significantly increased in vitro rooting rates (75-100%) of micro cuttings with 200 ppm IBA
applied by quick-dipping method. Differences between the levels of rooting (mean 2.51), the average number of roots
(mean 3.54) and root length (mean 17.0 mm) were not statistically significant. In the auxin experiment, the highest
rooting rates were recorded between 50.0% and 83.3% in the applications of 48, 120, 240 ppm of IAA and 12, 24, 120
ppm of IBA.

Keywords: Pyrus, micropropagation, in vitro, rooting, PVA

1. Giris gocliren (peardecline) hastaliklarina ¢ok tolerant,
Old Home x Farmingdale 333 armut anaci, ates yari bodur, verimli ve topraga tutunma kuvveti iyi
yanikligi (Erwiniaamylovora (Burill)) ve armut olan  bir klon anag¢tir  (Lombard ve
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Westwo0d1987).  Uzerine asilanan  armut
cesitleriyle uyusmazlik sorunu da
bulunmadigindan fidancilik sektdriinde yar1 bodur
armut fidani {retiminde yaygmn olarak tercih
edilmektedir. Diinyada ve iilkemizde bu anaca
olan yogun talep, iiretimin artirilmasim ve bu
kapsamda bitki ¢ogaltiminda yiiksek katsayiya
ulagmay1  gerektirmektedir.  Simrli  sayida
baslangi¢c materyali ile zamana bagli kalinmadan
yil boyunca ¢ok sayida bir 6rnek bitki {iretimini
miimkiin kilan mikro ¢ogaltim yoéntemi bu hedefi
gerceklestirmeye olanak sunmaktadir. Bu yontem
esas olarak 1) baslangig, 2) siirgiin ¢ogaltma, 3)
koklendirme ve 4) dis kosullara alistirma
asamalaridan olusmaktadir. Koklendirme, mikro
¢ogaltimin en kritik asamalarindan birisi olup
basarisizlik ya da diisiik basari durumlarinda ¢ok
yiiksek ekonomik kayiplara neden olabilmektedir.
Yiksek koklenme basaris1i ise maliyetlerin
diistiriilmesine ¢ok 6nemli katkida bulunmaktadir.
Mikro ¢ogaltimda koéklenme basarisi lizerine en
etkili faktér genotip olmakla birlikte mikro
geliklerin ~ fizyolojik  durumu, koklendirme
ortamlarmin tipi, yapisi ve igerigi, koklenmeyi
uyarici maddeler ve uygulamalar, 151k, sicaklik,
hava bilesimi gibi ¢evresel unsurlar basarilt bir
koklenme i¢in {izerinde durulmasi gereken diger
6nemli konulardir (Hartmann ve ark. 2011).
Mikro ¢ogaltimda koklenme sorunu, iizerinde
calisilan bitki genotipine uygun protokollerin
gelistirilmesi ile ¢oziime kavusturulabilmektedir.
Literatiirde, oksin  uygulamalarinin =~ mikro
celiklerde koklenme bagarisimin  artirilmasinda
oncelikle ele alinan konu oldugu goriilmektedir.
Oksinlere, kok meristemlerinin olugmasi igin
ihtiyag duyulmaktadir, ancak daha sonra kok ve
siirglin gelisimini engellemesi, kallus geligimini
ise artirmasi nedenleriyle besin ortamindan
uzaklagtirllmas1 gerekmektedir (De Klerk ve
Massoumi 2011). Ozellikle IBA gibi stabil
oksinlerin ilave edildigi koklendirme
ortamlarinda uzun siire tutulan mikro ¢eliklerde
yiiksek koklenme bagarisina ulagilamamakta,
saglikli bitkicikler elde edilememektedir. Elma
mikro c¢eliklerinin oksin igeren ortamlarda 5
giinden daha fazla tutulmasi kok gelisimini
engellediginden bunlarin daha sonra oksin
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icermeyen besin ortamlarina transfer edilmesi
onerilmektedir (De Klerk ve Massoumi 2002). Bu
bilgiler, mikro geliklerin in vitro
koklendirilmesinde  farkli  oksin  uygulama
yontemlerinin - ve koklenmeyi wuyarict diger
maddelerin de arastirilmasinin 6nemini oOrtaya
koymaktadir.

Erturk (2013), OHxF 333 armut klon anacinin
mikro ¢eliklerinde kéklenme oranlarimi artirmak
amaciyla %, kuvvetindeki MS besin ortamina
farklt dozlarda IBA
(0, 0.5 ve 1.0 mgl?) ve putrescine (160 mgl?)
ilave ettigi calismasmda en yiiksek koklenme
basarisini  ImgltIBA uygulamalarinda elde
etmistir. Bu c¢alismada mikro celikler IBA’I
ortamlarda stirekli 35 giin (%74.60 ve %86.86) ya
da 10 giin IBA’I1+25 gilin IBA’siz ortamlarda
(%62.90) tutulmustur. Koklenme oranlar
bakimindan bu uygulamalar arasinda istatistiksel
anlamda onemli bir farklilik tespit edilememis,
ancak IBA igeren ortamlarda uzun siire tutulan
mikro ¢eliklerde kok uzunlugunun azaldig:
bildirilmistir (Erturk 2013). Literatiirde OHXF 333
anacinin  disindaki  diger P.  Communis
genotiplerindeve  Pyrus  tiirlerinde  mikro
celiklerinin vitro koklenme oranlari, genotiplere
ve uygulamalara gore %19 ile %98 arasinda
degisen oranlarda bildirilmistir. Caligmalarda,
temel besin ortamlarinin
(1/2 MS (Murashige ve Skoog 1962), 2 MS, %
QL (Quoirinve Lepoivre 1977), oksin tiplerinin
(IBA, TAA, NAA, IBA+NAA), dozlarinin (0.1-3
mgl) ve uygulama ydntemlerinin (ortam iginde
ya da daldirma), phloroglucinol (162 mgl?),
polivinilpyrolidon (0.1 gl), polivinil alkol (1-3
gl) ilavelerinin, seker miktarinin (0, 10, 20, 30 gl
1, 151k yogunlugunun (2000 ve 3000 liiks), aktif
karbon (1 g I'!) ve/veya karanlik uygulamalarinin
(3-7 giin) arastirildig1 goriilmektedir (Berardi ve
ark. 1992; Moretti ve ark. 1992; Baraldi ve ark.
1993; Al-Maarri ve ark. 1994; Reed 1995; Shibli
ve ark. 1997; Leite ve ark. 2000; Previati ve ark.
2002; Iglesias ve ark. 2004; Bahri-Sahloul ve ark.
2005; Lucyszyn ve ark. 2006; Quetirio ve ark.
2008; Thakur ve Kanwar 2008; Sun ve ark. 2009;
Hag ve Kaloo 2010; Saadat ve ark. 2012;
Hassanen ve Gabr 2012; Rehman ve ark. 2014a,
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b; Aygun ve Dumanoglu 2015; Yang ve ark.
2017). Bu wuygulamalar arasinda yer alan
PVA’nin, koklenme yetenegine sahip P.
Communisk lonlarinda kdklenme oranmin ve kok
sayisinin iyilestirilmesinde 6nemli diizeyde etkili
oldugu bildirilmektedir (Sun ve ark. 2009). Bu
etkinin, sentetik bir polimer olan PVA’nin, besin
maddelerini iceren  koklenme  ortamina
karigtirilmast ve yeni bir koklenme ortami
yapilmasiyla saglandigi, ancak besin maddeleri ile
PVA arasindaki etkilesim konusundaki bilginin
acik olmadig belirtilmistir (Sun ve ark. 2009).
Calismamizda, hizli daldirma yontemiyle 200
ppm IBA uygulamas: ile birlikte 0, 1, 2 ve 3 gl
PVA’nin ve yavas daldirma (1 saat) yontemiyle
0, 12, 24, 48, 120 ve 240 ppm IBA ve IAA
uygulamalariin OHxF 333 armut klon anacinin
in vitro koklenmesi tizerine etkileri arastirilmistir.

2. Materyal ve Metot

Arastirmada bitkisel materyal olarak OHXxF
333 klon armut anacma ait mikro c¢elikler
kullanilmigtir.  Mikro ¢elikler, 1mg [I'BA
(benziladenin), 0.3 mg I"*GA; (gibberellik asit),
%3 sakaroz ilave edilmis, %0.65 agar ile
katilagtirilmig pH’s1 5.8’e ayarlanmig, amonyum
nitrat diizeyi 1/3 olan MS temel besin ortaminda
4-5 hafta araliklarla alt kiiltiire alinarak
cogaltilmis mikro siirgiinlerden yaklagik 2 cm
uzunlukta hazirlanmistir. Bu g¢elikler ¢ogaltma
ortaminda bulunan sitokinin ve gibberellik asitin
koklenmeye olabilecek olumsuz etkilerine karsi
koklenme ortamina dikilmeden 6nce bilylimeyi
diizenleyici madde katilmamis aym igerikli MS
besin ortami iizerinde 10 giin siireyle tutulmustur.
Bu c¢alismada, OHxF 333 mikro ¢eliklerinde in
vitro koklenme iki farkli denemede ele almmustir.

1.Deneme: Bu denemede besin ortam olarak
biiylimeyi diizenleyici madde icermeyen 0, 1, 2 ve
3 g I*dozlarinda PVA ilave edilmis, makro
element diizeyi % olan MS temel besin ortami
kullanilmigtir. Bu ortama %3 sakaroz katilmig ve
pH5.8’e ayarlanmigtir. Ortam %0.65 agar ile
katilagtirilmigtir.  IBA  soliisyonu (200 ppm),
aseptik kosullarda laminar hava akish kabin
icerisinde 1:1 oraninda %96’lik etil alkol ve

sterilde iyonize su ile hazirlanmmgtir. Mikro
celiklerin dip kisimlar1 aseptik kosullarda hizl
daldirma yontemiyle 10 saniye siireyle 200 ppm
IBA soliisyonuna batirilmis ve PVA igeren ya da
icermeyen besin ortamlara dikilmistir.

2.Deneme: Bu denemede temel besin ortami
olarak biilyiimeyi diizenleyici madde icermeyen 2
kuvvetinde temel MS besin ortami kullanilmigtir.
Bu besin ortamu,
%2 sakaroz ilave edildikten sonra pH’s15.8’e
ayarlanmis ve %0.7 agar ile katilagtirilmistir.
Aseptik kosullarda filtre (0.22p) sterilizasyonu
uygulanmig IBA stok soliisyonu kullanilarak steril
deiyonize su ile 0, 12, 24, 48, 120 ve 240 ppm
dozlarinda hazirlanan IAA ve IBA soliisyonlar
mikro ¢eliklerin dip kisimlarma yine aseptik
kosullarda yavas daldirma yontemiyle 1 saat
siireyle uygulanmustir.

Her iki denemede de besin ortamlar1 20x130
mm boyutlarindaki cam tiplere 10’ar ml
dagitildiktan sonra otoklavda 121°C° ve
1 atmosfer basing altinda 20 dakika sterilize
edilmistir. Mikro celiklerin ortamlara
dikilmesinden sonra koklenmeyi tesvik etmek i¢in
kiiltiirler ilk haftasi siirekli karanlik ve daha sonra
16 saat aydinlik (35 umol-m2-st), 8 saat karanlhik
fotoperiyodun uygulandigir 254+2°C sicakliktaki
iklim odasinda toplam
6 hafta siireyle inkiibe edilmistir. Denemelerin
sonunda kdoklenen c¢elik orami (%), koklenen
celiklerde ortalama kok sayisi, kok uzunlugu
(mm) ve koklenme diizeyi (1=kétii, 2=orta, 3=iyi,
4=cok 1yi) saptanmistir.

Denemeler, Tesadiif Parselleri Deneme
Deseni’ne gore 12 tekerriirlii olarak kurulmustur.
Veriler, varyans analizi yontemi ile Minitab Paket
Programi (MINITAB Inc.) ile F testine (P<0.05)
gore kontrol edilmis, ortaya ¢ikan Onemli
farkliliklar Duncan testi ile %5 hata sinir1 esas
almarak saptanmig ve farkliliklar harfler
yardimiyla Dbelirlenmistir. Analizlerde ylizde
oranlarim ag1 degeri karsiliklar1 kullanilmagtir.

3. Sonuclar ve Tartisma

Aseptik kosullarda hizli daldirma ydntemiyle
200 ppm IBA uygulanmig OHxF 333 mikro
geliklerinde in vitro koklenme {izerine PVA
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dozlarinin (0, 1,2 ve 3 g I') etkilerinin aragtirildig
1. denemede en yiiksek koklenme oram 1 g It ve
3 g I'* PVA uygulamalarinda %100 oraninda elde
edilmistir. Bununla birlikte koklenme orani
bakimindan PVA’nimn bu dozlarinm, 2 g I PVA
(%75) ile arasindaki farklilik istatistiksel anlamda
o6nemli bulunmamistir. PVA uygulamasinin
yapilmadigi, sadece 200 ppm IBA’nin hizl
daldirma yontemiyle mikro ¢eliklere uygulandigi
kontrolde ise koklenme orani %66.7 olarak
kaydedilmistir (Cizelge 1, Sekil 1). Bu bulgumuzu
destekler nitelikte Sun ve ark. (2009) da, diploid
armut genotiplerinde PVA’siz ortamda %70 olan
koklenme oraninin, besin ortamina 1 g I PVA
ilave edilmesi ile % 85’e ulastigimi bildirmistir.
Aragtiricilar kok sayisini da PVA
kullanilmadiginda yaklasik 2 adet mikro™ ¢elik, 1

g It PVA kullanildiginda ise 4.5 adet/mikro gelik
olarak  saptamiglardir.  Bununla  birlikte
calismamizda ortalama kok sayist ve uzunlugu
bakimindan kontrol ile PVA dozlar1 arasinda
onemli bir farklilik saptanmamigtir. Koklenmis
celik bagina kok sayisi ortalama 3.54 adet, kok
uzunlugu ortalama 17.0 mm ve koklenme diizeyi
2.51 olarak kaydedilmistir (Cizelge 1).Suda
¢Oziinebilir sentetik bir polimer olan PVA’nin
koklenme basarisin1 artirmasinin  disinda  bitki
doku Kkiiltiirlerinde vitrifikayonu (camlagmayi)
azalttig1, topragi stabilize ettigi ve toprak kaybimi
azalttigy, bitkide klorofil kapsamini arttirdig1, tuza
dayanikliligi, tohum ¢imlenmesini ve fide
gelisimini iyilestirdigi de bildirilmektedir (Sun ve
ark. 2009).

Cizelge 1. Old Home x Farmingdale 333 armut anacinda aseptik kosullarda hizli daldirma yontemiyle 200
ppm IBA uygulanmis mikro geliklerde in vitro koklenme tizerine PVA (polivinil alkol) dozlarinin etkisi ®
Table 1. Effect of PVA (polyvinyl alcohol) doses on in vitro rooting of microcuttings, dipped in 200 ppm of
IBA by quick-dip method under aseptic conditions in Old Home x Farmingdale 333 pear rootstock a

PV Abdozu Kéklen;/ne orant  Ortalama kiik. sayisl Oﬁi?gjgl?k KZEIZZI;?e
(%) (adet/celik) (mm) (1-4)
09/l 66.7 B® 4.13+1.06 17.14+2.83 2.37
19/ 100.0 A 3.67+0.45 13.48+1.70 242
29/l 75.0 AB 3.00+0.55 25.48+48.51 2.56
39/l 100.0 A 3.42+0.40 17.08+1.61 2.67
Ortalama 3.54+0.29 17.00£2.11 2.51
P
PVA 0.033" 0.6620-4- 0.17784¢ 0.9035-4

@ Kiiltiirler, ilk 1 hafta tamamen karanlik kosullarda inkiibe edilmistir.
bPVA, bilyiimeyi diizenleyici madde igermeyen, makro element diizeyi ' olan MS ortanina ilave edilmistir.

°Duncan testine (P<0.05) gore ayn1 harflerin verildigi uygulamalar arasinda istatistiksel farklilik bulunmamaktadir.
*64P< (.05 diizeyinde istatistiksel anlamda énemli ya da énemli degil.
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Sekil 1.OHxF 333armut anacinda,hizli daldirma yontemiyle 200 ppm IBA uygulandiktan sonra 1 g 1" PVA

iceren besin ortaminda koklendirilmis bir mikro ¢elik

Figure 1. A microcutting, rooted on thebasalmediumcontaining 1 g It PVA afterdipped in 200 ppm of IBA
byquick-dip method in Old Home x Farmingdale 333 pear rootstock

OHxF 333 mikro ¢eliklerinde in vitro
koklenme {iizerine aseptik kosullarda yavas
daldirmayla 12, 24, 48, 120 ve 240 ppmoksin
uygulamalarinin  arastirlldign 2. denemede
koklenme orani ve koklenen celiklerde kdklenme
diizeyi bakimindan oksin uygulamalari arasindaki
farklilik istatistiksel anlamda Onemli olmustur
(Cizelge 2). Bu denemede genel olarak koklenme
bulgularn ilk denememizin gerisinde kalmstir.
Ikinci denemede en yiiksek kéklenme oran1 %83.3
ile 120 ve 240 ppm IAA uygulamalarinda elde
edilmigtir. Ancak, bu uygulamalar ile TAA nin48
ppm(%66.7) ve BA’nin12 ppm (%50.0), 24 ppm
(%75.0) ve 120 ppm (%58.3) uygulamalar
arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda 6nemli
bulunmamistir. Bu denemede IBA, 12 ppm gibi
diisiikk dozlarinda dahi kdklenme oranini, higbir

uygulamanm yapilmadigi kontrole gore Onemli
diizeyde artirmigtir. 1AA ise bu etkisini 48 ppm
dozundan itibaren géstermistir. Erturk (2013),
OHxF 333 anacinda besin ortamina katilan
1 mg I''IBA nin koklenme oranmni bu degerlere
benzer olarak en yiiksek %62.90, %74.96 ve
%86.86’ya ¢ikardigin1 bildirmektedir. Yavas
daldirma denemelerinden elde ettigimiz koklenme
basarisi, Erturk’un (2013) elde ettigi basar
oranlar1 ile uyumludur. Koklenen celiklerde
ortalama kok sayist1 calismamizda TAA’da
ortalama 299 ve IBA’da 3.67 olarak
belirlenmistir. Ortalama kok uzunlugu ise bu
oksinlerde sirastyla 12.61 mm ve 8.67 mm olarak
kaydedilmistir. Mikro celiklerde
2.33-3.50 diizeylerinde saptanan koklenme genel
olarak iyi seviyede gergeklesmistir (Cizelge 2).

51



ALIZADEH ve ark. / JAFAG (2018) 35 (Ek Say1), 47-53

Cizelge 2. OHxF 333 armut anacinda aseptik kosullarda yavas daldirma yontemiyle IAA ve IBA
uygulamalarinin mikro ¢eliklerinin vitro koklenmesi iizerine etkisi?

Table 2. Effect of IAA and IBA treatments by dilute solution soaking method under aseptic conditionson in
vitro rooting of microcuttingsin Old Home x Farmingdale 333 pear rootstock ?

. Ortalama kok Ortalama kok Koklenme
. Koklenme orant - ..
Oksin Doz (%) sayis1 uzunlugu diizeyi
(adet gelikt) (mm) (1-4)
- Kontrol 0.0 EP - - -
12 ppm 8.3 DE - - -
24 ppm 0.0E - - -
IAA 48 ppm 66.7 AB 2.37+0.50 8.36£1.77 2.75 ABC
120 ppm 83.3A 2.00+0.60 11.36+3.13 250C
240 ppm 83.3 A 4.60+1.30 18.12+6.47 3.50 A
Ortalama 2.99+0.80 12.614+3.79
16 ppm 50.0 ABC 1.67+£0.67 5.93+1.93 2.33C
32 ppm 75.0 AB 3.00+£0.67 7.75+1.23 3.11 ABC
IBA 64 ppm 16.7 CDE 5.00+3.00 6.87+0.87 3.50 A
162 ppm 58.3 AB 3.29+0.92 8.74+1.40 3.14 ABC
324 ppm 41.7 BCD 5.40+2.04 14.08+2.01 3.40 AB
Ortalama 3.67+1.49 8.67+1.49
P
Oksin 0.000™" 0.17754 0.37154. 0.036"

@ Kiiltiirler, ilk 1 hafta tamamen karanlik kosullarda inkiibe edilmistir.
bDuncan testine (P<0.05) gore ayn1 harflerin verildigi uygulamalar arasinda istatistiksel farklilik bulunmamaktadir.
* ¥, 84P< 0.05, P< 0.001 diizeyinde istatistiksel anlamda énemli ya da énemli degil.

Sonug¢ olarak, OHxF 333 anacinda hizli
daldirma yontemiyle 200 ppm IBA uygulanmis
mikro celiklerde PVA’nin 1 gl! dozunun in vitro
koklenme oranimi1 %100°e ¢ikarmak icin yeterli
olacag1 belirlenmistir. Bu uygulama ile birlikte
OHxF 333 anacinda kallus gelisimi olmadan bol
miktarda saglikli in vitro bitki tiretimi miimkiin
olabilmistir (Sekil 1).
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