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Ahlat (Pyrus elaeagrifolia Pall.), 6zellikle kuraklik ve
kloroz streslerine dayanikliligin amaglandiglr armut
klon anag¢ 1slah programlar: icin dnemli bir gen
kaynagidir. Bu c¢alisma, kéklenmesi zor olan tiirler
arasinda yer alan ahlatta imitvar dort klonda (Ahlat
32, Ahlat 50, Ahlat 75 ve Ahlat 78) mikro c¢eliklerin
koklenmesi iizerine farkll indol biitirik asit (IBA)
dozlarinin etkilerini belirlemek amaciyla yapilmistir.
In vitro koklendirme ¢alismalarinda makro ve mikro
element diizeyi %2 kuvvetindeki Murashige ve Skoog
temel besin ortami kullamlmistir. Biiyiimeyi
diizenleyici madde icermeyen bu ortama %?2 sakaroz
ilave edilmis, ortamin pH’s1 5.8’e ayarlanmis ve %0.7
agar ile katilastirilmistir. Kontrol uygulamasi disinda
mikro celiklere 250, 500, 1000 ve 2000 ppm IBA,
aseptik kosullarda 10 saniye siireyle hizli daldirma
yontemiyle uygulanmistir. Kiltiirler ilk 5 giini
tamamen Kkaranlikta olmak iizere toplam 4 hafta
siireyle 16 saat aydinlik kosullarda inkiibe edilmistir.
Bu siirenin sonunda mikro celiklerde koklenme
orani, kéklenmis mikro celiklerde kéklenme diizeyi
ve kallus diizeyi tespit edilmistir. Calisma
sonucunda, ahlat mikro c¢eliklerinde koklenme
oranlarinin genotiplere ve IBA dozlarina gére 6nemli
diizeyde degistigi belirlenmistir. Kontrol grubundaki
genotiplerde koklenme meydana gelmemistir. En
ylksek koklenme oranlar1 Ahlat 32’de %72.5, %84.0
(500 ve 1000 ppm), Ahlat 50°de %90.0 (250 ppm),
Ahlat 75’de %57.5, %48.0, %48.0, %51.4 (250, 500,
1000 ve 2000 ppm), Ahlat 78’de %92.6, %85.7 (250
ve 500 ppm) olarak kaydedilmistir. Sonug¢ olarak,

koklenme ve kallus diizeyleri acisindan 250 ppm ve
500 ppm IBA dozlarinin iimitvar ahlat klonlarinin
mikro celiklerinin in vitro koklendirilmesi i¢in uygun
oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kkelimeler: Pyrus elaeagrifolia, in vitro,
mikro celik, koklenme, IBA, hizli daldirma yontemi

The effect of IBA applications in vitro rooting of
the promising wild pear clones (Pyrus
elaeagrifolia Pallas)

Abstract

Pyrus elaeagrifolia Pall. (wild pear) is an important
gene source for pear clone rootstock breeding
programs, especially for tolerance to drought and
chlorosis stresses. This study was carried out to
determine the effects of different indole-3-butyric
acid (IBA) doses on the rooting of microcuttings of
the four promising clones (Ahlat 32, Ahlat 50, Ahlat
75 and Ahlat 78) of P. elaeagrifolia which is among
the species that are difficult to root. For the in vitro
rooting studies, Murashige and Skoog basal medium
containing half strength of macro and micro
nutrients without plant growth regulators was used.
This medium was supplemented with 2% sucrose,
pH was adjusted to 5.8 and solidified with 0.7% agar.
Except the control, 250, 500, 1000 and 2000 ppm
IBA were applied to micro cuttings by quick-dip
method for 10 seconds in aseptic conditions. The
cultures were incubated for 4 weeks under 16 hours
photoperiod conditions, with the first 5 days in the
dark. At the end of this period, the rooting rate, the
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level of rooting (1 = weak, 2 = medium, 3 = good, 4 =
very good) and callus level (0 = no callus, 1 = small, 2
= medium, 3 = large, 4 = very large) in rooted
microcuttings were determined. In this study, the
rooting rates of microcuttings of P. elaeagrifolia
changed significantly according to the genotypes and
IBA doses. In control, rooting did not occur in any of
the genotypes. The highest rooting rates were 72.5%
and 84.0% with 500 and 1000 ppm in Ahlat 32;
90.0% with 250 ppm in Ahlat 50; 57.5%,
48.0%,48.0% and 51.4% with 250, 500, 1000 and
2000 ppm in Ahlat 75; 92.6% and 85.7% with 250
and 500 ppm in Ahlat 78. As a result, it was
determined that 250 ppm and 500 ppm IBA doses
with higher rooting and lower callus levels were
suitable for in vitro rooting of the microcuttings of
the promising clones of P. elaeagrifolia.

Key words: Pyrus elaeagrifolia, in vitro,

microcutting, rooting, IBA, quick-dip method

Giris

Meyve tiirlerinde klon anag 1slahinda koklenme en
kritik noktadir. Dinyada, 20. ylizyilin sonlarindan
itibaren hizla gelisen mikro c¢ogaltim teknigi ile
koklendirmede elde edilen basarili sonuglar
sayesinde giinlimiizde meyve tiirlerinde klon anag
1slah1 calismalar1 ¢ok biyiik bir ivme kazanmistir.
Boylece klon anaglarin sayisi yiliksek diizeylere
ulasabilmistir. Bununla birlikte koklenme, 6zellikle
zor koklenen bitkilerde hala mikro ¢ogaltimin en
kritik asamalarindan birisi olup basarisizlik ya da
diisik basar1 durumlarinda ¢ok yiiksek ekonomik
kayiplara neden olabilmektedir (De Klerk, 2002).
Mikro ¢ogaltimda kéklenme basarisi iizerine en etkili
faktor genotip olmakla birlikte dis kosullar ve
uygulamalar diger 6nemli unsurlardir (Hartmann ve
ark,, 2011). Uygun protokollerin gelistirilmesi ile kok
olusumunun giic oldugu genotiplerde de
koklenmede basarili sonuclar alinabilmektedir. Zor
ve kolay kéklenme yetenegine sahip bir¢ok genotipi
kapsayan Pyrus tirlerinde de mikro ¢ogaltim
calismalarinda koklenme basarisinin  genotip ile
birlikte koklenmeyi wuyarici uygulamalara gore
degistigi gorilmektedir (Berardi ve ark, 1992,
Moretti ve ark., 1992, Baraladi ve ark., 1993, Al-
Maarri ve ark., 1994, Reed, 1995, Shibli ve ark., 1997,
Leite ve ark., 2000, Previati ve ark. 2002, Leite ve
ark, 2002, Barros ve ark, 2005, 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, Haq ve Kaloo, 2010, Saadat

ve ark. 2012, Hassanen ve Gabr, 2012, Ertiirk, 2013,
Rehman ve ark, 2014a, b, Aygun ve Dumanogluy,
2015, Alizadeh ve ark., 2018, Karakegili ve ark,
2019).

Pyrus tiirleri igerisinde kurak, kira¢ ve soguk
alanlara uyum yetenegi ve kiiltiir cesitleriyle yiiksek
as1 basaris1i sayesinde armuda ana¢ olarak
kullanilabilecek degerli bir gen kaynagi olan ahlatta
(Pyrus elaeagrifolia Pall.) anag¢ 1slah c¢alismalari,
ozellikle kiiresel 1sinmanin ciddi bir sorun haline
geldigi cagimizda siirdiriilebilir bir armut tarimai i¢in
énemlidir (Ozbek, 1978, Lombard ve Westwood,
1987, Bell, 1996, Bell ve Itai, 2011, Dumanoglu ve
ark, 2014). Bu kapsamda tarafimizdan baslatiimis
olan anag¢ 1slah c¢alismalari kapsaminda secilmis
Umitvar  genotiplerde  koklenme  basarisinin
artirllmast 6nemli bir hedeftir. Bu tiirde o6nceki
calismalarda, genotiplere ve ¢cogaltim teknigine bagh
olarak koklenme oranlarinin %11.4 ile %55.0
arasinda degistigi belirlenmistir (Dumanoglu ve ark.,
1999, Aygun ve Dumanoglu, 2015, Karakegili ve ark,,
2019). Ahlatin mikro ¢ogaltim  ¢alismalar:
kapsaminda gelistirilmis olan bir protokole gore
timitvar ahlat klonlar1 in vitro kosullarda Kkiiltlire
alinmis ve siirglin ¢ogaltimlar gergeklestirilmistir
(Aygun ve Dumanoglu, 2015). Ancak bitki
iretimlerinin artirilabilmesi i¢in mikro ¢eliklerinin
koklenme oranlarin ylikseltilmesi gerekmektedir. Bu
ama¢ dogrultusunda koklenmede etkili bir oksin
olan IBA'nin diisik ve yiliksek dozlarinin aseptik
kosullarda hizhh daldirma yontemiyle
uygulanmasinin doért farkli ahlat klonunda kok
olusumu tizerine etkileri arastirilmistir.

Materyal ve Yontem

Bu calismada bitkisel materyal olarak dort ahlat
klonu (Ahlat 32, Ahlat 50, Ahlat 75 ve Ahlat 78)
(Pyrus elaeagrifolia) kullanilmistir. Bu klonlar,
tarafimizdan 2015 yilinda baslatilmis olan armutlar
icin “ahlat klon anag¢ 1slah programi” kapsaminda
Orta Anadolu'nun Kiregli, kurak ve Kirag
alanlarindaki ahlat popilasyonlarindan bodurluk
ozellikleri (bitki boyu kisa, bir yillik siirgiinleri kisa
ve ¢ok sayida bogumlu, bol ¢icek acan ve meyve
tutan, govde kalinligi az) tasidigindan dolay:
secilmistir. Bu klonlar, 2018 yili ilkbahar gelisme
periyodunda siirgiin ucu kiltiriiyle in vitro
kosullarda  kiltiire  alinmistir.  Koklendirme
denemeleri icin gerekli olan mikro celikler 5 hafta
arayla yenilenen alt kiltiirlerden saglanmistir. Alt
kiiltirlerde temel besin ortami olarak, amonyum
nitrat diizeyi 1/3 olan Murashige ve Skoog temel



besin ortami (Murashige ve Skoog, 1962)
kullanilmistir. Bu ortama 1 mg/l benziladenin, 0.3
mg/1 gibberellik asit ve %3 sakaroz ilave edilmis, pH
diizeyi 5.8’e ayarlanmis ve %0.7 agar ile
katilastirilmistir. Bu Kkiiltiirlerde mikro siirgiinler
250 ml'lik erlenlerde 50 ml besin ortami ilizerine
7’ser adet dikilmis ve kiiltiirler 16 saat aydinlik (35
umol'm-2s1), 8 saat Kkaranlk fotoperiyodun
uygulandigi 25+1°C sicakliktaki iklim odasinda
inkiibe edilmistir (Aygun ve Dumanoglu, 2015).
Mikro celikler, alt Kkiiltiirlerden alinan mikro
siirgiinlerden steril kabin icerisinde yaklasik 2 cm
uzunlukta hazirlanmis ve koklendirme denemeleri
kurulmadan o6nce 10-15 giin siireyle biiylimeyi
diizenleyici madde icermeyen %3 sakaroz ve %0.7
agar iceren pH diizeyi 5.8 olan MS ortami iizerinde
ayni kosullarda inkiibe edilmistir. [n vitro
koklendirme c¢alismalarinda temel besin ortami
olarak makro ve mikro element diizeyi %
kuvvetindeki MS temel besin ortami kullanilmistir.
Blyiimeyi diizenleyici madde icermeyen bu ortama
%2 sakaroz ilave edilmis, ortamin pH’st 5.8’e
ayarlanmis ve %0.7 agar ile katilastirilmistir.
Koklendirme  denemeleri 250 mllik cam
kavanozlarda 50 ml besin ortami iizerinde
kurulmustur. IBA soliisyonlar1 %50’lik etil alkol
icerisinde 250, 500, 1000 ve 2000 ppm dozlarinda
hazirlanmis ve aseptik kosullarda 0.22 um filtreden
gecirilerek steril hale getirilmistir. IBA soliisyonlari
steril kabin icerisinde mikro ¢eliklerin 5 mm’lik dip
kisimlarina 10 saniye siireyle hizli daldirma
yontemiyle uygulanmis ve hemen sonra her bir
kavanoza 15’er adet dikilmistir. Kiiltiirler ilk 5 glinii
tamamen karanlikta olmak iizere 16 saat aydinlik
(35 pmol'm-2-s-1), 8 saat karanlik fotoperiyodun
uygulandigi 25+1°C sicakliktaki iklim odasinda
toplam 4 hafta siireyle inkiibe edilmistir. Bu siirenin
sonunda IBA dozlarinin mikro celiklerde kéklenme
orani, koklenen mikro geliklerde koklenme diizeyi (1
= zayif, 2 = orta, 3 = iyi, 4 = ¢ok iyi) ve kallus diizeyi
(0 = kallus yok, 1 = kiiciik, 2 = orta, 3 = biiyiik, 4 =
¢ok biiyiik) iizerine etkileri tespit edilmistir.

Deneme, tesadiif parselleri deneme desenine gore
her birisinde 15 adet mikro ¢elik bulunacak sekilde 5
tekerriirlii olarak kurulmustur. Tim denemeler iki
kez tekrar edilmistir. 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 alinarak saptanmis ve farkliliklar harfler

yardimiyla  belirlenmistir. ~ Analizlerde yiizde

oranlarin ac1 degeri karsiliklar: kullanilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Bu calismada, ahlat mikro celiklerinde koéklenme
oranlarinin genotiplere ve IBA dozlarina gére énemli
diizeyde degistigi belirlenmistir (Cizelge 1). Kontrol
uygulamasinda hicbir genotipte koklenmenin
meydana gelmedigi ¢alismada, en diisiik koklenme
orani Ahlat 75 klonunda tespit edilmistir. Bu klonda
koklenme orami 250, 500, 1000 ve 2000 ppm IBA
dozlarinda sirasiyla %57.5, %48.0, %48.0 ve %51.4
olarak kaydedilmis, ancak dozlar arasindaki farklilik
istatistiksel anlamda o6nemli bulunmamistir. Bu
durum, 1.85-2.14 arasinda kaydedilmis olan
koklenme diizeyi icin de aynidir. Ahlat 75 klonunda
kallus diizeyi ise 2000 ppm IBA uygulamasinda 2.14
ile diger IBA uygulamalarindan (1.13-1.54) 6nemli
diizeyde daha yiiksek belirlenmistir (Cizelge 1, Sekil
1). Kallus diizeyindeki artis mikro celiklerde kok
gelisimi ve bitkiciklerin kalitesi yoniinden uygun
degerlendirilmemektedir (Mokotedi ve ark., 2000,
Gaba, 2005). Diger ahlat klonlarinda en ytiksek
koklenme oranlar1 ise %72.5 ile %92.6 arasinda
kaydedilmistir. Istatistiksel anlamda o6nemli bir
farklilikla kéklenme oranlar1 Ahlat 50 klonunda %90
ile 250 ppm IBA uygulamasinda, Ahlat 78 klonunda
%85.7 ve %92.6 ile 250 ppm ve 500 ppm dozlarinda,
Ahlat 32 klonunda da %72.5 ve %84.0 ile 500 ppm
ve 1000 ppm IBA dozlarinda en iist seviyesine
ulagmistir. Ahlat mikro ¢eliklerinin in vitro
koklenmesi konusunda literatiirde yer alan iki
calismadan birisi olan Aygun ve Dumanoglu (2015),
arastirmalarinda en yiiksek kéklenme oranini1 5 uM
IBA (1 mg/l) iceren ortam iizerinde %54.2, hizh
daldirma yontemi ile 10 mM (2000 ppm) ve 20 mM
(4000 ppm) uygulamalarinda %16.7-%35.3 arasinda
belirlemislerdir. Literatiirde yer alan diger bir
calismada ise Karakecili ve ark. (2019), yavas
daldirma yodntemiyle (1 saat) 162.6 mg/L (162 ppm)
IBA uygulamasinda zor koklenen ahlat genotipinde
en yiiksek %25.0 ve daha kolay koklenen genotipte
%54.5 oranlarinda koklenme saglamislardir.

Ahlatta daha 6nce yapilmis ¢alismalarin verileri, bu
calismada elde ettigimiz koklenme degerlerinden
daha disiiktir. Nitekim bu ¢alismamizda kéklenme
oranlar1 genotiplere gore degismekle birlikte
%92.6’ya kadar ulagmistir.
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Zor koklenen Ahlat 75 klonunda dahi bu oran %57.5
olarak belirlenmistir. Bu bulgular, ahlat mikro
celiklerinin koklenmesinde IBA’in etkin rolline ve
uygulama dozunun genetik yap1 ile yakin iliskisine
dikkat cekmektedir. IBA, kok apikal meristeminin

boyutlarinin diizenlenmesi, kék emici tiiylerinin
uzunlugu, yan koklerin gelisimi ve adventif koklerin
olusumunu kapsayan kok gelisimi ile ilgili bircok
olayda kuvvetli bir etkiye sahiptir (Frick ve Strader,
2018).

Cizelge 1. Ahlat klonlarinda mikro ¢eliklerin in vitro kéklenmesi tlizerine hizli daldirma ydntemiyle IBA

uygulamalarinin etkisi*

Klon ad1 IBA Dozu Koklenme Orani (%) Koklenme Diizeyi (1-4) Kallus Diizeyi (0-4)
Kontrol 0.0+00 d™ - -
250 ppm 59.9+5.0 bc 2.83+0.21 0.78+0.13 ¢
Ahlat 32 500 ppm 72.5+6.3 ab 2.24+0.27 1.46+0.14 b
1000 ppm 84.0+4.8 a 2.15%0.23 2.53%0.26 a
2000 ppm 42.6+10.8 ¢ 2.48+0.22 2.85¢0.22 a
Kontrol 0.0£0.0 ¢ - -
250 ppm 90.0+3.2 a 2.80+0.19 1.07+0.12
Ahlat 50 500 ppm 59.8+15.5b 2.28+0.51 1.56+0.22
1000 ppm 0.0£0.0 ¢ - -
2000 ppm 0.0£0.0 ¢ - -
Kontrol 0.0+0.0 b - -
250 ppm 57.5+7.2a 2.11+0.07 1.13+0.06 b
Ahlat 75 500 ppm 48.0+6.8 a 2.10+0.05 1.42+0.10 b
1000 ppm 48.0£2.5a 1.85+0.23 1.54+0.09b
2000 ppm 51.4+18.6 a 2.14+0.44 2.14+0.32a
Kontrol 0.0£0.0 ¢ - -
250 ppm 85.7+4.5 ab 3.22%0.14a 1.50+0.07 b
Ahlat 78 500 ppm 92.6x2.3 a 2.43+0.13 b 2.0£0.13b
1000 ppm 61.4+9.2 b 1.10+0.08 ¢ 2.02+0.14 b
2000 ppm 18.6+15.3 ¢ 1.98+1.23 b 3.25¢0.75a

“Kiiltiirler, ilk 5 giin tamamen karanlik kosullarda inkiibe edilmistir.

“Her klonda Duncan testine (P<0.05) gére ayni harflerin verildigi uygulamalar arasinda istatistiksel farklilik bulunmamaktadir.

1. Ahlat 75 Kklonunda 2000 ppm
uygulamasi sonucunda kallus gelisimi

Sekil IBA

Bu c¢alismada koklenme diizeyi bakimindan IBA
dozlar arasindaki farklhiliklar 6nemsiz bulunurken
kallus gelisimi, beklendigi gibi yiiksek IBA dozlarinda
ist diizeylere ulasmistir. Yiiksek IBA dozlarinda
koklenme meydana gelmis olsa dahi iri kalluslu
sagliksiz siirglin yapisina sahip bu in Vvitro
bitkiciklerin dis kosullara alisamadig1 gézlenmistir.
Celiklere uygulanan yiiksek IBA dozlar1 etilen
biyosentezini uyarmakta bu ise absizik asit liretimini
tetiklemektedir. Farkli organlara tasinan absizik asit
stomalarin  kapanmasina, etilen ile Dbirlikte
yapraklarin yaslanmasina ve sonunda oOlmesine
neden olmaktadir (Grossmann, 2010, Kilkenny ve
ark, 2012, Gehlot ve ark, 2014). Aslinda IBA'nin

uyardigl etilen mikro ¢eliklerden kok emici
tiiylerinin olusumu icin gereklidir (Zhang ve ark,
2019). Ancak, kiiltiirlerde biriken etilen, siirgiin
saghigini olumsuz etkilemekte ve bu durum in vitro
bitkiciklerin dis kosullara alismasini
giiclestirmektedir (Steinitz ve ark, 2010). Ayrica
yiksek IBA dozlar1 kallus gelisimini uyarirken
koklenmeyi engelleyici etkiye sahip olabilmektedir
(Gaba, 2005). Nitekim, Aygun ve Dumanoglu (2015)
ahlatta in vitro koklendirmede 10 mM (2000 ppm)
ve 20 mM (4000 ppm) IBA uygulamalarinda ¢ok
diisik koklenme degerleri (%16.7-35.3) ve ¢ok
biiyiik kallus gelisimi belirlemislerdir.

\ = W
Sekil 2. Ahlat klonlarinin hizli daldirma yontemiyle 250

ppm IBA uygulamasi ile koéklendirilmis in vitro
bitkicikleri (ilk 5 giin karanlik uygulanmistir).



Sonug ve Oneriler

Yiiksek koklenme oranlar1 ile birlikte daha iyi
koklenme diizeyi ve daha diisiik kallus gelisme
diizeyinin gozlendigi hizli daldirma y6ntemiyle 250
ppm (Sekil 2) ve 500 ppm IBA uygulamalarinin
timitvar ahlat klonlarinin mikro g¢eliklerinin in vitro
koklendirilmesinde one ¢iktig1 belirlenmistir. Bu
calisma, dort farkli genotipin incelenerek ahlatta
hizli daldirma yontemiyle IBA uygulamalarinda
yliksek dozlar yerine diisiik dozlarin mikro ¢eliklerin
koklenmesi ve saglikli in vitro bitkilerin iiretimi
bakimindan ¢ok daha etkin oldugunun ortaya
konulmasi yoniiyle literatiirde bir ilk olma o6zelligi
tasimaktadir.
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