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OHXF 97 VE OHXF 333 ARMUT KLON ANAGLARININ
MIKROCOGALTIMI

0z

Son yillarda hizli ve hastaliksiz fidan tiretimine olanak saglayan doku kiiltiiri
yontemleri 6nem kazanmustir. Ancak gerek ¢ogalma gerekse koklenme asamala-
rinda karsilasilan sorunlar doku kiiltiirii teknikleriyle tiretimi siirlandirmakta-
dir. Bu ¢aligmada, OHxF-97 ve OHxF-333 armut anaglarinda bazi uygulamalarin
mikrogogaltim tizerine etkileri aragtirilmistir. Arastirmanin gogaltma asamasinda
iki farkli deneme yapilmustir. 1. denemede benzil amino piirinin (BAP) farkli doz-
lar1 (2, 3, 4, ve 5 mg/l) ile indol biitirik asitin (IBA) farkli dozlarinin (0.3 ve 0.5
mg/1) olusturdugu kombinasyonlar MS besin ortamina eklenmistir. Denemede iyi
sonug veren uygulamanin (2 mg/l BAP+0.5 mg/l IBA) kontrol olarak kullanildig
2. denemede ise karbon kaynag1 olarak sakkaroz ve glikoz ile glimiis tiyostilfatin
(GTS) (5 ve 10 uM) gogalma iizerine etkileri belirlenmistir. Ik denemede hem
OHXxF-97 hem OHxF-333 anaglarinda besin ortamina 2 mg/l BAP+0.5 mg/l IBA
ilavesinin en ytiksek siirgiin sayisini (sirastyla, 5.2 ve 2.1 adet/eksplant) verdigi be-
lirlenmistir. 2. denemede karbon kaynagi ve GTSnin OHxF-97 anacinda gogalma
tizerine etkisi 6nemsiz bulunmugtur. OHxF-333 anacinda ise besin ortamina gli-
koz ve glikoz+5 uM GTS ilavesinin kontrole gore siirgiin sayisini (sirasiyla, 2.6 ve
2.5 adet/eksplant) 6nemli oranda artirdig1 belirlenmistir. Caliymanin kéklendirme
asamasinda da 2 deneme kurulmustur. Ik denemede, IBA (1, 2 ve 3 mg/1) ve aktif
kémiir (0 ve 1 mg/l) kombinasyonlarinin etkisi belirlenmistir. Buna gore en yiiksek
koklenme orani her iki anagta da 2 mg/l IBA igeren aktif komiirsiiz %2 MS orta-
minda meydana gelmistir. Aktif komiir uygulamasinin koklenmeye etkisi 6nemsiz
bulunmugtur. 2. denemede ise en yiiksek kéklenme orani her iki anacta da 2 mg/1
IBA+150 mg/l demir (Fe-EDDHA) ilave edilmis ¥4 MS ortaminda gerceklesmistir.

Anahtar Kelimeler: Aktif Kémir, Armut, Demir, Giimus Tiostlfat.

ek

MICROPROPAGATION OF PEAR CLONE ROOTSTOCKS
OHXF 97 AND OHXF 333

ABSTRACT

Recently, micropropagation that allow rapid and disease-free plant propagation
have gained importance. However, the problems encountered in both the propa-
gation and rooting stages limit the micropropagation. In this study, the effects of
some applications on micropropagation of OHxF-97 and OHxF-333 pear roots-
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tocks were investigated. Two different trials were conducted during the propagati-
on stage. In the first trial, combinations of different doses of benzyl amino purine
(BAP) (2, 3, 4, and 5 mg/1) and different doses of indole butyric acid (IBA) (0.3 and
0.5 mg/l) were added to the MS medium. The effects of sucrose and glucose as a
carbon source and silver thiosulfate (5 and 10 uM) on propagation were determined
in the second experiment, in which the application that gave good results in the first
experiment (2 mg/l BAP+0.5 mg/l IBA) was used as the control. It was determined
that the addition of 2 mg/l BAP+0.5 mg/l IBA to the medium in OHxF-97 and
OHxF-333 rootstocks gave the highest shoot number (5.2 and 2.1 units/explant,
respectively). In the second experiment, the effects of carbon source and silver thio-
sulfate on propagation in OHxF-97 rootstock were found to be insignificant. It was
determined that the addition of glucose and glucose+5 UM silver thiosulfate to the
medium in OHxF-333 rootstock significantly increased the number of shoots (2.6
and 2.5 units/explant, respectively) compared to the control. In the rooting stage of
the study, 2 trials were set up. In the first trial, the effect of combinations of IBA (1, 2
and 3 mg/l) and activated charcoal (0 and 1 mg/l) was determined. Accordingly, the
highest rooting rate occurred in %2 MS medium with 2 mg/l IBA on both rootsto-
cks. The effect of activated charcoal on rooting was found to be insignificant. In the
second experiment, the highest rooting rate was achieved in % MS medium with 2
mg/l IBA+150 mg/l iron (Fe-EDDHA) on both rootstocks.

Keywords: Activated Coarcoal, Iron, Pear, Silver Thiosulphate.

e e
1. GIRIS

Armut (Pyrus communis L. ) Rosales takiminin, Rosaceae familyasinin, Pyrus
cinsi igerisine girmektedir. Diinyada 22 tiirti bulunmakla birlikte, Pyrus communis
L. ekonomik olarak yetistiriciligi yapilan en 6nemli tiirdiir (Dumanoglu ve ark.,
2006; Serttas ve Oztiirk, 2020a). Son yillarda armut bahgce tesisinde kuvvetli bii-
yiime ve gelisme gosteren ¢ogiir anaglarin yerine, bodur yada yar1 bodur gelisme
gosteren ayva ve armut klon anaglar: tizerine agilanmis gesitler kullanilmaktadir.
Armut klon anaglari, ayva klon anaglarina gére daha kuvvetli gelisme gostermek-
tedir. Ayva klon anaglar1 kullanildiginda agaclarin gelisme kuvvetlerinin kontro-
lii, erkencilik, meyve verim ve kalitesinde artis saglanmaktadir. Ancak ayva klon
anaglarinin kloroza, kis soguklarina ve ates yaniklig1 hastaligina hassasiyet, topraga
zayif tutunma ve ast uyusmazlig1 gibi olumsuz faktorlerden dolayi farkli anag 1slah
¢alismalar1 yapilmistir. Caligmalar sonucunda gelistirilen Pyrodwarf, OHxF, Fa-
rold, Fox ve BP serisi armut klon anaglarinin kullanimi artis gostermistir (Serttas
ve Oztiirk, 2020b). Klon anaglar1 ayn1 kalitsal yapida olduklarindan dolay: ayni
ozelliklere sahip bireyler meydana gelmektedir. Klon anaglarin iizerine agilanan
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gesitlerin gelisme kuvvetleri, soguga, kurakliga, hastalik ve zararlilara kars1 daya-
nikliliklar1 aynidir. Klon anaglar tizerine asili ¢esitler daha erken meyveye yatmak-
ta, verim ve kalite daha ytiksek olmaktadir. Anaglarin bodurlastirici 6zellikleri sa-
yesinde bakim ve kiiltiirel islemler daha az is giicii ile yapilabilmektedir (Ozden,
2007). Klon anaglarinin ¢ogaltilmasinda kullanilan daldirma, gelik gibi yontemlerin
yanisira, kisa siirede ¢ok fazla bitki tiretimini saglayan mikrogogaltim yontemleri
kullanilmaya baglanmus ve giderek 6nem kazanmaktadir (Alizadeh ve ark., 2018).

Doku kiiltiirti tekniklerinin bitki yetistiriciligi ve genetigi yoniinden 6nemli
avantajlar1 vardir. Bu teknikler kisa siirede hizli ve kitlesel iretime olanak sagladi-
&1 gibi, bitki materyallerinin hastaliklardan armmis olarak iiretilmesi de saglana-
bilmektedir. Ayrica nesli titkenmekte olan tiirlerin korunmasi ve gogaltilmasi zor
olan tiirlerin tretiminde de doku kiiltiirii yontemlerinden yararlanilabilmektedir
(Sengtil, 2012). Ancak mikrogogaltimda; yavas biiyiime, vitrifikasyon (hiperhid-
risite), kontaminasyon, yogun isgiicii ve girdi kullanimi sonucu olusan ytiksek
maliyet, zayif koklenme, dis kosullara aktarmada diisiik tutum orani gibi olum-
suzluklar meydana gelmekte ve bu olumsuzluklar da ¢ok fazla ekonomik kayiplara
neden olabilmektedir. Bu sorunlarin biiyiik bir kism1 besin ortaminin iceriginden
kaynaklanmaktadir. Besin ortami; genel olarak saf su, makro-mikro elementler,
vitaminler, karbonhidratlar, bitki bityiime diizenleyicileri ile jel yapict maddeler-
den olusmaktadir. Bununla birlikte mikrogogaltimda sorunlar ile karsilagildigin-
da ¢ogalma katsayis1 ve koklenmeyi artirmak amaciyla besin ortamlarina bazi
organik bilesikler, poliaminler, aktif komiir gibi maddeler de ilave edilebilmekte-
dir (Ozzambak ve ark., 2018). Son yillarda bircok siis bitkisi tiirlerinde ve meyve
anaglarinda doku kiiltiirii teknigi yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bir¢ok
bitki tiiriiniin doku kiiltiirii ile tiretiminde 6nemli sorunlar bulunmaktadir. Armut
anaglarinin da doku kiltirii yontemleri ile gogaltimina yo6nelik aragtirmalar ya-
pilmistir (Erig ve ark., 2004; Nikolova, 2017; Alizadeh ve ark., 2018). Ancak gerek
¢ogaltma agamasl, gerekse koklenme agamasinda hala sorunlarla kargilagiimakta-
dir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda armut anaglarinin doku kiiltiirti ile gogalti-
minda glimiis tiyosiilfat (GTS) kullanimina rastlanmamistir. Kéklenme asamasin-
da besin ortamina organik demir ilave edilmesine yonelik ise sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir (Sotiropoulos ve ark., 2006). Bu nedenle ¢ogaltma katsayisinin ve
koklenme oraninin artirilmasi i¢in yeni aragtirmalarin yapilmas: gerekmektedir.

Calismada armut fidan iiretiminde anag olarak kullanilan verimli, hastaliklara
ve soguklara kars1 dayanimi oldukga iyi olan OHxF 333 ve OHxF 97 armut klon
anaglarinin mikrogogaltiminda kullanilan protokollerin gelistirilerek daha etkili
bir gogaltima katki saglamak hedeflenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Bu ¢aligmada bitkisel materyal olarak OHxF 97 ve OHxF 333 armut klon anagla-
rinin siirgiinlerinden elde edilen eksplantlar kullanilmistir. Anaglara ait yaklagik 2-3
cm uzunlugundaki stirgtin uglar1 Egirdir Meyvecilik Arastirma Enstitiisti biinyesinde
ylritilen proje kapsamindaki bitkilerden mayzs ay1 ierisinde alinmustir.

OHxF 97 armut anaci, kuvvetli bir gelisim gostermekte olup, verimli, armut
ates yaniklig1 ve armut geriye dogru 6liim (peardecline) hastaliklarina ve soguklara
karst dayanikl bir anactr.

OHXF 333, OHXF serisinin ticari olarak en ¢ok tercih edilen anacidir. OHxF
333, ates yaniklig1 (Erwinia amylovora (Burill)) ve armut geriye dogru 6liim (pear-
decline) hastaliklarina olduk¢a dayanikli, yar1 bodur, verimli ve topraga tutunma
kuvveti iyi olan bir klon anagtir. Uzerine agilanan armut gesitleriyle uyusmazlik
sorunu da olmadigindan fidancilik sektériinde yar1 bodur armut fidani tiretiminde
yaygin olarak tercih edilmektedir (Alizadeh ve ark., 2018; Hepaksoy, 2019).

2.2.Yontem

Anaglardan mayis ay1 i¢inde 2-3 cm uzunlugunda alinan siirgiin uglart musluk
suyu altinda 15 dakika siire ile ytkanmistir. Sonra %70’lik etanol igerisinde 1 daki-
ka bekletilmis ve steril saf su ile yikanarak alkolden arindirilmistir. Son olarak ise
birka¢ damla tween 20 igeren %18’lik sodyum hipoklorit (%15 Cl igerikli) ¢ozelti-
sinde 18 dakika ¢alkalanmis ve 3 kez 5er dakika siireyle steril saf su ile yikanarak
sodyum hipokloritten tamamen arindirilmistir. Steril edilen siirgiin uglar steril
kurutma kagid1 tizerinde nemi alindiktan sonra yaklagik 0.5-1cm uzunlugunda
hazirlanarak besin ortamlarina aktarilmigtir. Baglangic ortamida MS (Murashige
ve Skoog) besin ortamina 1mg/l BAP, 0.01 mg/l IBA ve 0.3 mg/l GA, ilave edilmis-
tir. Besin ortamlarinin pH’s1 5.8% ayarlandiktan sonra 30 g/l sakkaroz, 7 g/l agar
eklenmistir. Calismanin tiim agamalarinda besin ortamlar1 121°C sicaklikta otok-
lav icerisinde 14 dakika siire ile steril edilmistir. Stirgtin uglar1 baglangi¢ ortaminda
yaklasik 3 hafta siire ile 24+1° C sicaklik ve yaklagik 120+10 pmol/m?s 151k siddetine
ayarli iklim odasinda 16 saat aydinlik 8 saat karanlik kosullarda kiiltiire alinmistur.
Bu siirenin sonunda saglikl: stirgiinler gogalma asamasi i¢in hazirlanan besin or-
tamlarima aktarilarak ¢ogaltilmigtir. Calismanin hem ¢ogaltma hem koklendirme
asamalarinda eksplantlar ayni iklim odas: kosullarinda kiiltiire alinmistir.
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2.2.1. Surgiin Cogaltma Asamasi

Cogaltma agamasi 2 agamali olarak yapilmistir. Denemenin 1. asamasinda
eksplant olarak 2-3 bogumlu (=2cm) mikrosiirgiinler kullanilmistir. Bu agamada
2,3, 4 ve 5 mg/l BAP dozlari ile 0.3 ve 0.5 mg/l IBAnin olusturdugu kombinasyon-
lar besin ortamina ilave edilmistir. Ayrica besin ortamlarina 30 g/l sakkaroz ve 7
g/l agar eklenerek pH’ s1 5.8% ayarlanmustir. Hazirlanan besin ortamlar1 100 ml ig
hacme sahip olan magenta kaplarina 25 ml olarak konulmus ve 2-3 bogumlu mik-
rostirgiinler dikilmistir. Kiltiirler 4er hafta araliklarla 2 defa alt kiiltiire alinmigtir.
Her iki alt kiiltiirtin sonunda regenerasyon oranlari, eksplant bagina siirgiin say1-
lar1 ve stirgiin uzunluklar: belirlenmis ve iki alt kiltiirtin ortalamalar alinmistir.

Denemenin 2. asamasinda ise GTS ve karbon kaynagimnin ¢ogalma katsayisi
tizerine etkileri aragtirilmistir. Bu amagla 1. denemede en iyi sonucu veren 2 mg/1
BAP + 0.5 mg/l IBA igeren besin ortamlarima GTS (0, 5 ve 10 uM) ve karbon kay-
nag1 olarak 30 g/l sakkaroz ya da glikoz ilave edilmistir. Besin ortamina dikilen 2-3
bogumlu mikrosiirgiinler ayn1 iklim odasi kosullarinda 4’er hafta siire ile 2 defa alt
kiiltiire tabi tutulmustur. Kiiltiirlerin sonunda her bir alt kiiltiir i¢in regenerasyon
orani, eksplant basina siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugu degerleri belirlenmis ve
ortalamalar1 alinmistir.

2.2.2. Kéklendirme Asamasi

Koklendirme agamasinda 2 farkli deneme yapilmistir. Birinci denemede IBA
ve aktif komiiriin koklenme tizerine etkileri arastirilmigtir. Bu amagla % MS besin
ortamina 0, 1, 2 ve 3 mg/l IBA dozlar1 ile 1 g/ aktif komiir, 20 g/l sakkaroz ve 7 g/l
agar ilave edilmis ve pH’s1 5.8% ayarlanmistir. Daha sonra sitilarak agar ve aktif ko-
miirii ¢oziilen besin ortamlari, 100 ml'lik cam magentalar icerisine yaklagik 25%er
ml olacak sekilde konulmus ve otoklavlanarak steril hale getirilmistir. Yaklasik 2
cm uzunlugunda hazirlanan saglikli mikrostirgtinler besin ortamlarina aktarildik-
tan sonra sicakligi 24+1°C olan iklim odasinda kiiltiire alinmugtir. Inkiibasyonun
ilk 10 gtiniinde karanlik kogullarda birakilan kiiltiirler, sonraki giinlerde 16 saat
aydinlik/8 saat karanlik kosullarda 4 haftalik inkiibasyona tabi tutulmugtur. Bu
siirenin sonunda mikrosiirgiinlerde koklenme orani, kok sayis1 ve kok uzunlugu
degerleri 6l¢tilmiistiir.

fkinci denemede besin ortamina selatlanmis Fe (Sequestrene 138) ilave edile-
rek koklenme {izerine etkileri arastirilmigtir. Bu amagla koklendirme denemesinin
ilk asamasinda en yiitksek koklenme oraninin elde edildigi 2 mg/l IBA igeren Y
MS ortamina ilave olarak 100 yada 150 mg/l demir ilave edilmistir. Besin ortam-
larina dikilen yaklagik 2 cm uzunlugundaki saglikli siirgiinler ayni kosullardaki
iklim odasinda 10 giin karanlik, 4 hafta aydinlik kosullarda inkiibasyona tabi tutul-
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mugtur. Bu siirenin sonunda mikrosiirgiinlerde koklenme orani, kok sayist ve kok
uzunlugu degerleri belirlenmistir.

2.2.3. Deneme Deseni ve Verilerin Degerlendirilmesi

Aragtirmada, ¢ogaltma ve koklendirme denemeleri tesadiif parselleri deneme
desenine gore 5 tekerriirlii ve her tekerriirde 4 eksplant olacak sekilde kurulmus-
tur. Elde edilen sonuglar Minitab 17 paket programi kullanilarak varyans analizine
tabi tutulmus ve 6nemli ¢ikan ortalamalar arasindaki farklilik Tukey ¢oklu kars:-
lagtirma testine gore belirlenerek farkli harfler ile gosterilmistir. Istatistik analizler-
de ytizde degerlerin arcsin ag1 transformasyon karsiliklar: kullanilmstir.

3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Siirgiin Cogaltma Asamasi

Siirgiin ¢ogaltma asamasinda 2 farkli deneme yapilmistir. 1. deneme sonucun-
da rejenerasyon orani, eksplant bagina siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugu degerleri
Cizelge 1'de verilmistir. Cogaltma asamasinda kullanilan farkli bitytimeyi diizenle-
yici kombinasyonlarmin eksplant basina siirgiin sayisi ve stirgiin uzunlugu tizerine
etkisi incelendiginde, ortamlar arasindaki farklar istatistik olarak %5 hata seviye-
sinde 6nemli bulunmustur. OHxF 97 anacinda yapilan ¢alismada; rejerenasyon
orani %95-100 oraninda gerceklesmistir. Caliymada tiim uygulamalarin eksplant
basina siirgiin sayist degerlerini onemli diizeyde artirdig1 saptanmistir. Uygula-
malarin siirgiin uzunlugu degerlerini ise kontrole gore artirmadigl saptanmigtir.
Bununla birlikte istatistiksel olarak énemli olmamakla birlikte BAP konsantrasyo-
nunun artmast ile kontrole gore siirgiin uzunlugunun azaldig1 gortilmustiir. OHxF
97 anacinda siirgiin sayis1 bakimindan 4 mg/l BAP+0.3 mg/l IBA uygulamasi di-
sindaki kombinasyonlari igeren uygulamalar arasindaki farklilik istatistiksel olarak
onemli bulunmamustir. Istatistik anlamda 6nemli olmamakla birlikte en yiiksek
stirgiin sayis1 5.2 adet/eksplant ve en yiiksek siirgiin uzunlugu 27.42 mm ile 2 mg/l
BAP+0.5 mg/l IBA ile desteklenmis MS ortaminda elde edilmistir (Sekil 1A).

OHxF 333 anacinda rejenerasyon orani ve siirgiin sayist bakimindan uygu-
lamalar arasindaki farklilik istatistik olarak onemsiz iken, uygulamalarin siirgiin
uzunlugu iizerine olan etkisi istatistik olarak 6nemli bulunmustur. Calismada, is-
tatistik anlamda 6nemli olmamakla birlikte 2 mg/l BAP + 0.5 mg/l IBA ile destek-
lenmis MS ortaminda 2.1 adet/eksplant ile en yiiksek siirgiin sayisi ve 24.96 mm ile
en yiiksek siirgiin uzunlugu elde edilmistir.
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Cizelge 1. Farkli oranlarda BAP ve IBA iceren MS ortamlarinin OHxF 97 ve
OHXF 333 anaglarinin mikrogogaltimi tizerine etkileri

Table 1. Effects of MS media containing different ratios of BAP and IBA on mic-
ropropagation of OHxF 97 and OHxF 333 rootstocks

Uygulamalar OHXxF 97 OHXxF 333
BAP IBA Rejenerasyon Ss“:ygl:? Siirgiin Rejenerasyn Ssu:ygl::l Siirgiin
(mg/l)  (mg/l) Orani (%) (adet) Uzunlugu (mm) Orani (%) (adet) Uzunlugu (mm)

0 0 95 1.2 c* 23.02 abc 95 1.0 18.50 c
2 0.3 100 5.1 a 26.80 ab 100 1.1 24.59 ab
2 0.5 95 52 a 27.42 a 100 2.1 24.96 a
3 0.3 95 4.9 ab 2349 abc 95 1.1 18.56 c
3 0.5 95 4.3 ab 23.32 abc 100 1.1 20.05 abc
4 0.3 100 3.7 b 21.06 c 100 1.1 15.65 c
4 0.5 100 4.5 ab 22.90 abc 100 1.2 19.90 bc
5 0.3 100 4.3 ab 2101 c 95 1.1 18.37 c
5 0.5 95 4.5 ab 21.72 bc 95 1.7 20.28 abc

* Ayni sittunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir (P<0.05).

Bu ¢alismada, OHxF 97 klon anacinda 2 mg/l BAP iceren MS ortaminda en
yiiksek siirgiin sayisi elde edilmistir. Bizim ¢alisgmamiza benzer sekilde yapilan
diger caligmalarda (Boudabous ve ark., 2010; Giiglii ve ark., 2010; Sulusoglu ve
Cavusoglu, 2013; Rehman ve ark., 2014; Nikolova, 2017; Aydin ve Yarilgag, 2021;
Ozelgi ve Yigit, 2022) MS ortamina BAP ilavesinin siirgiin sayisin1 kontrole gore
6nemli oranda artirdig: bildirilmektedir. Bu aragtirmada, ¢ogaltma ¢aligmalarinin
ilk denemesinden elde ettigimiz sonuglar degerlendirildiginde, besin ortamina bii-
yiimeyi diizenleyici maddelerden BAP ilavesinin OHxF 97 anacinda siirgiin say1-
sin1 artirdigl, OHxF 333 anacinda ise etkili olmadig1 belirlenmistir. Her iki anagta
da BAP konsantrasyonunun artmasina paralel olarak siirgiin uzunlugunda belli
oranda bir azalmanin oldugu tespit edilmistir. Benzer sonuglar bagka arastirici-
lar tarafindan da ifade edilmektedir. Siddique ve ark. (2015) tarafindan yapilan
aragtirmada besin ortamina ilave edilen TDZ, BAP ve KIN konsantrasyonlarinin
artmast ile siirglin uzunlugunun azaldig: bildirilmektedir. Mikrogogaltim ¢alisma-
larinda siirgiin uzunlugunun ¢ok diisiik olmasi istenmemektedir. Nitekim Clapa ve
ark. (2013) yaptiklar: arastirmada basarili bir koklenme i¢in siirgiin uzunlugunun
3 cmden yiiksek olmasi gerektigini bildirmislerdir. Arastiricilar 2.5 cmden kisa
stirgiinlerin yaklagik %62 oraninda kéklendigini, 3 cmden uzun siirgiinlerin ise
%98 oraninda koklendigini belirtmislerdir. Mikrogogaltim ¢alismalarinda siirgiin
say1s1 yaninda siirglin uzunlugu degerlerinin de énemli bir kriter oldugu bildiril-
mektedir. Bu nedenle ¢ogaltma asamasinda gereksiz yiiksek sitokinin konsantras-
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yonundan kaginilmalidir. Ayrica bu asamada siirgiin uzunlugunu artiric1 uygula-
malar tizerinde durulmalidir.

Siirgiin ¢ogaltma asamasinin ikinci denemesinde armut anaglarinin mikrogo-
galtimi iizerine besin ortamina GTS ve glikoz ilave edilmesinin etkileri belirlen-
mistir (Cizelge 2). OHxF-97 anacinin mikrogogaltimi iizerine, besin ortamina
GTS ve farkli karbon kaynaklar: ilave edilmesinin istitistiksel olarak 6nemli ol-
madig1 belirlenmistir. OHxF 97 anacinda uygulamalara gore rejenerasyon oranlari
%90 ile %100 arasinda, siirgiin sayilar1 4.3 ile 5.0 adet/eksplant arasinda ve siirgiin
uzunlugu degerleri ise 12.54 ile 18.48 mm arasinda degismistir.

Arastirmada besin ortamina farkli karbon kaynagi ve GTS ilave edilmesinin
OHXF 333 armut anacinda rejenerayon orani lizerine etkisi istatistik olarak 6nem-
siz, siirgilin sayis1 ve siirgiin uzunlugu {izerine etkileri ise istatistik olarak 6nem-
li bulunmustur. Siirgiin sayis1 bakimindan degerlendirildiginde glikoz igerikli
gogaltma ortaminda 0 ve 5 pM GTS igeren ortamlarin siirgiin sayisin1 (sirasiyla,
2.6 ve 2.5 adet/eksplant) kontrole gére 6nemli oranda artirdigi, diger uygulama-
larin ise etkilemedigi tespit edilmistir. Stirglin uzunlugu degerleri incelendiginde
ise sakkaroz igerikli ¢ogaltma ortamina 5 ya da 10 uM GTS ilavesinin OHxF 333
anacinda siirgiin uzunlugunu (sirasiyla, 24.59 ve 24.96 mm) kontrole gére 6nemli
oranda artirdig1 saptanmistir (Cizelge 2).

Cizelge 2. GTS ve farkli karbon kaynaklarinin OHXF 97 ve OHxF 333 armut
anaglarinda rejenerasyon orany, siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugu tizerine etkileri

Table 2. The effects of GTS and different carbon sources on regeneration rate,
shoot number and shoot length in OHxF 97 and OHxF 333 pear rootstocks

Uygulamalar* OHXF 97 OHXxF 333
Karbon Siirgiin Siirgiin
Kaynag GTS  Rejenerasyon Sayis1 Uzunglu'u Rejenerasyon Siirgiin Sayis1 Siirgiin Uzunlugu
ynag (uM) Orani (%) (adet/ & Orani (%) (adet/eksplant) (mm)
(30g/1) (mm)
eksplant)
Sakkaroz 0 100 4.7 18.48 95 14 b** 18.50 c
Sakkaroz 5 100 5.0 13.24 95 2.1 ab 24.59 ab
Sakkaroz 10 90 43 12.54 95 1.7 ab 24.96 a
Glikoz 0 100 4.9 14.00 100 2.6 a 18.56 c
Glikoz 5 100 4.6 17.90 100 2.5 a 20.05 abc
Glikoz 10 100 4.7 15.15 95 2.1 ab 15.65 C

* Tiim uygulamalara 2 mg/l BAP ve 0.5 mg/l IBA ilave edilmistir.
**Ayni sutunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak onemlidir
(P<0.05).

ANAJAS, 2023, Cilt 38, Sayi 2, Sayfa 315-330



Yunus Emre TUNCEL, Bekir SAN

Yaptigimiz caligmada ¢ogaltma ortamina GTS ilavesinin her 2 anagta da eksplant
basina siirgiin sayisi {izerine bir etkisinin olmadig tespit edilmistir. Ancak besin
ortamina sakkaroz yerine glikoz yada glikoz + 5 uM GTS ilave edilmesinin OHxF
333 anacinda eksplant basina stirgiin sayisi izerine olumlu etki gosterdigi goriil-
miigtiir. Sakkaroz icerikli besin ortaminda ise 5 vel0 uM GTS ilavesinin siirgiin
uzunlugunu kontrole gore artirdig1 saptanmustir. Farkli karbon kaynaklarinin ve
AgNO, uygulamalarinin mikrogogaltim basarisi {izerine etkili oldugu bagka aras-
tiricilar tarafindan da ifade edilmektedir. Prunus mume tiirtiniin mikrogogaltimi
tizerine yapilan bir ¢aligmada bizim sonuglarimizi destekler sekilde besin ortamina
glikoz ilave edilmesinin sakkaroz, sorbitol ve friiktoz ilave edilmesine gore daha
basarili sonuglar verdigi bildirilmektedir (Harada ve Murai, 1996). Arastiricilar
sakkaroz iceren ortamlarda kloroz gorildiigini bildirmiglerdir. Sarropoulou ve
ark. (2016) yapmus olduklar1 ¢aligmada visne (CAP-6P) ve kiraz (Gisela 6) anag-
larinda etilen inhibitérii olan Ag SO,, CoCl, ve AgNO, uygulamalarinin etkilerini
aragtirmuglardir. Aragtirmalarinin sonucunda AgNO, uygulamasinin her iki anag-
ta da kontrol uygulamasina gore siirgiin sayisini 6nemli oranda artirdigini bildir-
mislerdir. Ag SO, ve CoCl, uygulamalarinda ise CAP-6P anacinda siirgiin say1sin-
da 6nemli bir artis olmadigini, Gisela 6 anacinda ise siirgiin sayisinda 6nemli artis
oldugunu tespit etmislerdir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalar ve ¢alismamizin sonug-
lar1 degerlendirildiginde etilen inhibitorlerinin etkilerinin farkli olmasinin sebe-
bi tiir ve gesitler arasindaki genetik farkliliktan kaynaklandigi disiiniilmektedir.
Mikrogogaltim ¢alismalarinda besin ortamlarina GTS ilavesinin gerekli olmadik¢a
eklenmemesi gerektigi s6ylenebilir. Ancak in vitro kosullarda etilen tiretiminden
kaynaklanan, sararma, yaprak dokiilmesi ya da gelisme geriligi gibi sorunlar ile
kargilagildiginda besin ortamina GTS ilavesinin ¢6ziim getirebilecegi diistintilmek-
tedir. Cogalma katsayis: diisiik olan OHxF 333 anacinda glikoz ile birlikte besin
ortamina 5 uM GTS ilavesinin etkili olmasi, bu anacta etilen birikimi sorununun
olabilecegini diistindiirmektedir. Besin ortamina GTS ilave edilmesinin bitkilerde
etilen sentezini engelledigi ve buna bagli kararmalar1 6nledigi Feng ve ark. (2010)
tarafindan da bildirilmistir.

3.2. Kéklendirme Asamasi

Cogaltma asamasinda elde edilen mikrosiirgiinlerin koklendirilmesi amaciyla
2 farkli deneme yapilmistir. 1. denemede IBA ve aktif komiiriin farkli dozlarinin
olusturdugu kombinasyonlari igeren besin ortamlarinin koklenme tizerine etkileri
incelenmigstir. Arastirma sonucunda elde edilen koklenme orani, kok sayist ve kok
uzunlugu degerleri Cizelge 3'de verilmistir. OHxF 97 anacinda en yiiksek koklenme
oranlari 1, 2 ya da 3 mg/1 IBA ilave edilmis %> MS ortamlarinda (sirasiyla, %60, %65
ve %55) meydana gelmistir. Istatistiksel olarak 6nemli olmamakla birlikte en yiiksek
kok say1s1 (4.00 adet) 2 mg/l IBA ve 1g/1 aktif komiir ilave edilmis % MS ortaminda
elde edilmistir. Ortama aktif komiir ilavesinin kok uzunlugu degerlerini artirdig:
belirlenmigstir (Cizelge 3).
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OHXxF 333 anacinda en yiiksek kéklenme orani (%55) 2 mg/1 IBA ilave edilmis
Y2 MS ortaminda meydana gelmistir (Sekil 2B). Koklenen eksplant basina en yiik-
sek kok sayis1 degeri 8 adet ile 3 mg/l IBA+1 g/l aktif komiir ilave edilmis ortamda
tespit edilmistir. Bununla birlikte bu ortam ile 2 ve 3 mg/l IBA iceren % MS ortam-
larindan elde edilen kok sayilar: (sirasiyla,4.67 ve 5.21 adet/eksplant) arasindaki
fark 6nemsiz bulunmustur. OHxF 333 anacinda uygulamalarin kok uzunlugu tize-
rine etkisi ise 6nemsiz kalmigtir.

Sekil 1. A; 2 mg/l BAP+0.5mg/l IBA igeren MS ortaminda siirgiin rejenerasyonu,
B; 2mg/l IBA igeren % MS ortaminda koklenme, C; 2mg/l IBA+150mg/] Fe-
EDDHA (Sequestrene 138) iceren % MS ortaminda koklenme.

Figure 1. A; Shoot propagation in MS medium containing 2 mg/l BAP+0.5 mg/I
IBA, B; Rooting in ¥ MS medium containing 2 mg/l IBA, C; Rooting in ¥» MS medi-
um containing 2 mg/l IBA+150 mg/l Fe-EDDHA (Sequestrene 138)
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Cizelge 3. Farki IBA ve aktif komiir kombinasyonlarinin OHxF 97 ve OHxF
333 anaglarinda koklenme tizerine etkileri

Table 3. Effects of different combinations of IBA and activated charcoal on roo-
ting of OHxF 97 and OHxF 333 rootstocks

Uygulamalar OHXxF 97 OHXxF 333
IBA Kj?il::iifr Koklenme Kok Sayist Kok Uzunlugu Koklenme Kok Sayist sz:ll\{lgu
(mg/1) @ Orani (%) (adet /eksplant) (mm) Orani (%) (adet /eksplant) (mm)

0 0 0 b* 0 c

1 0 60 a 32 2.60 ab 15 be 3.5 be 2.48

2 0 65 a 35 2.64 ab 55 a 4.67 ab 1.07

3 0 55 a 2.2 1.82 b 40 ab 5.21 ab 0.66

1 1 10 b 15 4.50 a 0 c

2 1 15 b 4.0 4.10 a 5 c 1.00 c 3.00

3 1 5 b 3.0 5.30 a 5 c 8.00 a 1.56

*Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak onemlidir (P<0.05).

Koklendirme ¢alismalarinda seyreltilmis besin ortamlarinin kullanimi, ta-
mamen karanlik kogullarda inkiibasyon ve besin ortamina IBA ve aktif kdmiir
ilave edilmesinin olumlu etkilerinin oldugu baska arastiricilar tarafindan da bil-
dirilmistir (Grigoriadou ve Leventakis 2000; Thomas, 2008; Dumanoglu ve ark.,
2009; Aygiin ve Dumanoglu, 2015; Yildirim ve ark., 2015). Mersinin mikrogo-
galtimi tizerine yapilan bir arastirmada %2 MS ortama 1 mg/l IBA ve 2 g/I aktif
komiir ilavesinin koklenmeyi %80 oraninda tesvik ettigi ifade edilmistir (San ve
ark., 2015). Yine bizim sonuglarimiza benzer sekilde Guardian seftali anacinin in
vitro koklendirilmesi ¢alismasinda %> MS ortamina 2 mg/l NAA ya da IBA ilave
edildikten sonra 1 hafta karanlik ve ardindan aydinlik kosullarda inkiibasyonun
koklenmeyi tegvik ettigi belirtilmektedir (San ve ark., 2015). Besin ortamina ak-
tif komiir ilave edilmesinin ise koklenmeyi etkilemedigi bildirilmektedir (Erig ve
ark., 2004). Ancak Xiaolong ve ark. (2021) ve Boudabous ve ark. (2010) ise ¢a-
ligmalarinda aktif komiiriin kontrol uygulamasina gore koklenme oranini 6nemli
derecede arttirdigini bildirmiglerdir. Yaptigimiz ¢aliymanin sonucu ve diger calis-
malarin sonuglarini degerlendirdigimizde, koklenme ortamlarina aktif komiir ila-
vesinin farkls tiir ve cesitlerin in vitro koklendirme ¢aligmalarinda farkls etkisinin
oldugu gorillmektedir. Besin ortamina aktif komiir ilavesinin baz bitkilerin yara
ytizeylerinden salgilanan fenolik maddeleri adsorbe ederek eksplantin zarar gor-
mesini engelledigi, yine 151k klimasini degistirerek koklenmeyi tesvik ettigi bil-
dirilmektedir (Thomas, 2008). Bununla birlikte besin ortamina ilave edilen aktif
kémiiriin vitaminleri, demir-¢inko selatlarini ve bityiimeyi diizenleyici maddeleri
de adsorbe edebildigi bilinmektedir. Bizim ¢aligmamizda aktif komiiriin kéklenme
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oranini diisiirmesinin nedeni besin ortamina ilave edilen IBAnin aktif komtir tara-
findan adsorbe edilmesinden kaynaklanmais olabilecegi diistintilmektedir. Nitekim
yapilan aragtirmalarda besin ortamina ilave edilen 2,4-D ve BA'in sirastyla %99.5 ve
%98’inin aktif komiir tarafindan adsorbe edildigi bildirilmistir (Thomas, 2008). Bu
nedenle aktif komiirlii ortamlarda in vitro koklendirme ¢aligmalar1 planlanirken,
diisiik dozda aktif komiir ve daha yiiksek dozda biiylimeyi diizenleyici maddelerin
besin ortamina ilave edilmesi diisiiniilmelidir.

Koklendirme denemelerinin 2. asamasinda besin ortamina gselatlanmis Fe
(Sequestrene 138) ilavesinin etkileri arastirilmigtir. Yapilan ¢alisma sonucunda
koklenme orani, eksplant bagina kok sayist ve kok uzunlugu degerleri Cizelge
4de verilmistir. Koklendirme agamasinda kullanilan ortamlarin koklenme oran,
eksplant bagina kok sayis1 ve kok uzunlugu {izerine etkisi incelendiginde, OHxF 97
anacinda ortamlar arasindaki farklar istatistik olarak onemsiz, OHxF 333 anacinda
ise koklenme orani ve kok uzunlugu degerleri bakimindan ortamlar arasindaki
farklar istatistik olarak 6nemli bulunmustur. OHxF 97 ve OHxF 333 armut anag-
larinda en yiiksek koklenme oranlar: (sirastyla, %80 ve %75) ve en yiiksek kok
sayilar1 (sirastyla 3.40 ve 5.30 adet/eksplant) 150 mg/l demir ilave edilmis %2 MS
ortaminda meydana gelmistir (Cizelge 4, Sekil 1C). Kok uzunluklar1 bakimindan
degerlendirildiginde ise OHxF 97 anacinda istatistik olarak 6nemsiz olmakla bir-
likte en yiiksek degerin (9.42 mm) 150 mg/l demir ilave edilmis ortamda oldugu
tespit edilmistir. OHXF 333 anacinda ise en yiiksek kok uzunlugunun (11.05 mm)
100 mg/1 demir ilave edilmis ortamda oldugu saptanmistir.

Yaptigimiz ¢aligmada koklendirme ortamina demir ilavesinin etkisi OHxF 333
anacinda istatistik olarak 6nemli bulunmustur. OHxF 97 anacinda istatistik olarak
6nemsiz olmakla birlikte koklenmeyi nispeten olumlu yonde etkiledigi diistiniil-
mektedir. Bizim ¢aligmamiza benzer sekilde baska arastiricilar tarafindan da besin
ortamlarina organik demir ilavesinin kontrol uygulamasina gére koklenme orani-
n1 artirdigi bildirilmektedir (Molassiotis ve ark., 2003; Antonopoulou ve ark., 2007;
Sadeghi ve ark., 2014). Antonopoulou ve ark. (2007) tarafindan yapilan aragtirma-
da GF-677 anacinin in vitro kéklenmesi iizerine Fe-EDDHA uygulamasinin etkileri
arastirilmigtir. Arastiricilar bizim sonuglarmmiza paralel olarak 93.5 mg/1 Fe-EDD-
HA igeren ortamda %30 koklenme elde ederken, 187.0 ve 280.5 mg/l Fe-EDDHA
iceren ortamlarda %100 koklenme basarisi elde etmislerdir. Bagka bir arastirmada
GF-677 anacinin Fe-EDTA (MS ortamu) yada FeCl, iceren ortamlarda koklenmedigi,
Fe-EDDHA (Sequestrin 138) igeren besin ortamlarinda ise %100 oraninda kok-
lendigi bildirilmektedir (Molassiotis ve ark., 2003). Benzer sekilde Sotiropoulos
ve ark. (2006) tarafindan OHxF 333 armut anacinin in vitro koklenmesi iizerine
farkli demir kaynaklarimin [FeSO4-7H20, (NH4)2Fe(S04)2-6H20 ve FeEEDDHA |
etkileri incelenmis ve en yiiksek kéklenmenin (NH4)2[Fe(SO04)2]-6H20 igeren
besin ortaminda gergeklestigi belirtilmistir. Caliymamizda Sequestrin 138 iceren
ortamlarda kéklendirilen bitkilerin daha saglikli ve yesil oldugu dikkat ¢ekmis-
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tir. Sequestrin 138 iceren ortamlarda koklenme oraninin yitksek olmasinin nede-
ni bitkilerde demir eksikliginin olmamasi olabilir. Nitekim Clapa ve ark. (2018)
yaptiklar1 aragtirmada besin ortamina ilave edilen demir selat: (Sequestrin 138)
dozunun artisina paralel olarak stirglin uzunlugunun arttigini, bitkilerin klorofil
ve karotenoid iceriginin yiikseldigini tespit etmislerdir. Arastiricilar Sequestrin
138 igeren ortamlarda ¢ogaltilan bitkilerin dis kogullara daha kolay adapte oldu-
gunu da ifade etmislerdir. Bununla birlikte besin ortamina ilave edilen demir kay-
naklarinin farkli sonuglar verdigi de gortilmektedir. Licea-Moreno ve ark. (2015)
tarafindan 9 farkli ceviz melezinin mikrogogaltimi tizerine 2 farkli demir kaynag-
nin (Fe-EDTA, Fe-EDDHA) etkileri aragtirilmistir. Arastiricilar bazi genotiplerin
Fe-EDTA iceren ortamda daha iyi koklendigini, bazi genotiplerin ise Fe-EDDHA
iceren ortamda daha iyi koklendigini bildirmislerdir.

Cizelge 4. Koklenme ortamina farkli dozlarda demir ilavesinin OHxF 97 ve
OHXxF 333 anaglarinin kéklenmesi tizerine etkileri

Table 4. The effects of iron supplementation at different doses on the rooting
medium of OHxF 97 and OHxF 333 rootstocks.

Uygulamalar OHXxF 97 OHXxF 333
IBA Demir Ko(l)(i::llne Kok Sayist Ulef:lll(lgll Koklenme Kok Sayist sz]:]llflgu
9
(mg/1) (mg/1) (%) (adet /eksplant) mm) Orani (%) (adet /eksplant) (mm)
2 - 50 2.42 5.74 45 b* 3.70 6.29 b
2 100 45 2.89 6.85 65 ab 4.40 11.05 a
2 150 80 3.40 9.42 75 a 5.30 9.31 ab

* Ayni sittunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir (P<0.05).

4. SONUC

Sonug olarak elde edilen verilere gore bitki biiyiime diizenleyicilerden BAP
¢ogaltma ¢alismalar icin yeterli sonu¢ vermis, ancak daha iyi sonuglar elde edile-
bilmesi i¢in BAP’in yaninda farkli bitki biiytime diizenleyici kombinasyonlarinin
birlikte etkisinin incelenmesi gerektigi diisiiniilmektedir. Yapilan literatiir aras-
tirmalarinda aktif komiiriin kéklendirme ¢alismalarinda genel olarak koklenme
oranini arttirdigy bildirilmistir. Ancak yapmis oldugumuz ¢alismada ortama ak-
tif komir ilavesi koklenme oranini digiirmistiir. Aktif komirin farkh bitki tar
ve gesitlerinde genetik farkliliktan dolay1 in vitro koklendirmeye etkisinin ayni
olmadig diisiiniilmektedir. Koklendirme ¢alismamizin ikinci asamasinda ortama
organik demir (Sequestrene 138) ilavesi yapilmis ve kontrol ortamina gére kok-
lenme oraninda artig goriilmiistiir. In vitro koklendirme caligmalarinda oksin
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ozellikli bitytimeyi diizenleyiciler ile birlikte farkli demir kaynaklarinin etkileri
tizerine daha detayli aragtirmalar yapilmalidir. Sonug olarak ¢alismamizda kulla-
nilan yontemlerden elde edilen sonuglar, OHxF 97 anacinin mikrogogaltimi i¢in
uygun bulunmustur. Ancak OHxF 333 anacinin mikrogogaltimi i¢in daha fazla
aragtirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Cikar Catismasi

Yazarlar herhangi bir ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan eder.
Etik
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