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Bu arastirma, AH-32 ve AH-75 ahlat tipleri (Pyrus elaeagrifolia Pall.) ve Old Home x Farmingdale 333
(OHxF 333) armut klon anacinda (P. communis L.) in vitro kosullarda koklendirilmis bitkiciklerin dig
kosullara alistirilmasinda ve mikro geliklerin ex vitro koklendirilmesinde yiizen su kiiltiirii tekniginin
kullanim potansiyelinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. In vitro ve ex vitro koklendirme
denemelerinde mikro c¢eliklere 250, 500, 1000 ve 2000 ppm IBA (indol biitirik asit), hizli daldirma
yontemiyle 10 saniye siireyle uygulanmis ve kiiltiirlerin ilk 5 giiniinde mikro ¢elikler tamamen karanlik
kosullarda tutulmustur. in vitro koklendirme denemelerinde biiyiimeyi diizenleyici madde igermeyen
makro ve mikro elementleri %2 kuvvetindeki MS (Murashige ve Skoog) temel besin ortamu kullanilmistir.
IBA dozlarinin mikro ¢eliklerde koklenme orani, kdklenen mikro g¢eliklerde kdklenme ve kallus diizeyi
{izerine etkileri 4 haftalik kiiltiirlerde incelenmistir. In vitro bitkicikleri dis kosullara alistirma denemeleri
yiizen su kiiltiiri teknigi ile iklim odasinda ve ayrica %80 torf ve %20 perlit karisiminda serada plastik
tiinel altinda (kontrol) gergeklestirilmistir. Dort haftalik periyodun sonunda bitkilerde canlilik orami ve
diizeyi, yasayan bitkilerde boy, yaprak ve kok sayisi, en uzun kokiin uzunlugu ve koéklenme diizeyi
saptanmustir. Dig kosullara aligtirlan bitkiler sera kosullarinda 3 ay siireyle gelistirilmistir. Bu siirenin
sonunda bitkilerde boy, yaprak sayisi ve gelisme diizeyleri belirlenmistir. Ayrica tiim bitkilerden alinan
yaprak &rneklerinde anatomik incelemeler ve klorofil analizleri yapilmistir. In vitro koklendirme
denemelerinde AH-32’de en yiiksek koklenme oranlart (%60.6-%73.5) 250, 500 ve 1000 ppm IBA
uygulamalarinda belirlenmistir. AH-75’de ise kdklenme oranlar1 bakimindan IBA dozlar1 arasinda 6nemli
bir farklilik bulunmamustir (%32.0-%56.4). OHXF 333 klon anacinda en yiiksek koklenme oranlar1 250 ve
500 ppm IBA uygulamalar1 ile elde edilmistir (%59.4 ve %43.1). Yiiksek IBA dozlart her ii¢ Pyrus
genotipinde de kallus gelisimini tetiklemis ve mikro geliklerde kallus diizeyi 1000 ve 2000 ppm IBA
dozlarinda, 250 ve 500 ppm dozlarina gére dnemli diizeyde daha yiiksek bulunmustur. Calismada Pyrus
mikro geliklerinde ex vitro koklenme saglanamamistir. Yiizen su kiiltiirii teknigi ile in vitro bitkicikler 4
haftalik siirecte basariyla dis kosullara alistirilabilmistir. In vitro kosullarda 250 ppm IBA ile
koklendirilmis mikro gelikler daha yiiksek oranlanda dis kosullara alistirilmistir. Bu oranlar OHxF 333°de
%84.0, AH-32’de %62.7 ve AH-75’de %64.7 olarak belirlenmistir. U¢ Pyrus genotipinde de bahge
kosullarindaki ana bitkilerin yaprak {ist yiizeyinde stoma tespit edilememistir. OHxF 333 anacinda yaprak
alt ylizeyindeki stoma sayisi yiizen su kiiltiiriinden ¢ikartilan dis kosullara aligmus bitkilerde (208.3+£23.8
adet/mm?) ve sera kosullarinda gelismis bitkilerde (267.9+24.3 adet/mm?) istatistiksel anlamda benzer
olmustur. Bu degerler bahce kosullarindaki ana bitkilerin degerinden (160.8+11.7 adet/mm?) Gnemli
diizeyde daha yiiksektir. AH-32"de ise yiizen su kiiltiiriinden ¢ikartilan bitkiler (153.6£29.2 adet/mm?) ve
ana bitkilerin (133.4+24.2 adet/mm?) stoma sayilari benzer bulunmustur. Tiim genotiplerde yaprak
mezofil kalinlig1 153.0+18.2 - 202.4+4.8 pm arasinda degismis ve degerler arasinda 6nemli bir farklilik
kaydedilmemistir. OHXF 333 klon anacinda toplam klorofil, klorofil a ve b miktar1 tiim bitkilerde benzer
olmustur. Yiizen su kiiltiirinden ¢ikartilmis bitkiler, ana bitkilerden AH-32’de klorofil a (sirastyla 0.0760
mg/g ve 0.0270 mg/g), AH-75"de toplam Klorofil (sirasiyla 0.8136 mg/g ve 0.7090 mg/g) bakimindan
daha yiiksek degerlere sahip olmustur.
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This study was carried out to determine the use potential of the float hydroculture in the acclimatization
of in vitro rooted plantlets and ex vitro rooting of microcuttings in AH-32 and AH-75 wild pear types
(Pyrus elaeagrifolia Pall.) and Old Home x Farmingdale 333 (OHxF 333) pear clonal rootstock (P.
communis L.). In in vitro rooting experiments, MS (Murashige and Skoog) basal medium with % strength
of macro and microelements without growth regulator was used. In in vitro anda ex vitro rooting
experiments, 250, 500, 1000 and 2000 ppm IBA was applied to the microcuttings by quick-dip method
for 10 seconds and the microcuttings were incubated in the dark for the first 5 days of the cultures. The
effects of IBA doses on rooting percentage in microcuttings, rooting and callus levels in rooted
microcuttings were investigated in 4 weeks cultures. In vitro acclimatization trials of were carried out in
the climate room with the float hydroculture, and under a plastic tunnel in the greenhouse on 80% peat
and 20% perlite medium (control). At the end of the four-week period, the percentages of viability of the
plantlets, plantlet height, number of leaves, number of roots, length of the longest root, rooting level were
measured. The acclimatized plants were grown in greenhouse for 3 months. At the end of this period,
height, number of leaves and growth levels were determined. In addition, anatomical examinations and
chlorophyll analyses were performed on leaf samples taken from all plants. In the in vitro rooting
experiments, the highest rooting percentages (60.6%-73.5%) were determined in the AH-32 in 250, 500
and 1000 ppm IBA. In the AH-75, there was no significant difference between IBA doses in terms of
rooting percentages (32.0%-56.4%). The highest rooting percentages in OHxF 333 were obtained with
250 and 500 ppm IBA (59.4%-43.1%, respectively). High IBA doses triggered callus development in all
three Pyrus genotypes, and the callus level was found to be significantly higher at 1000 and 2000 ppm
IBA than at 250 and 500 ppm. In this study, ex vitro rooting could not be achieved in Pyrus
microcuttings. Using the float hydroculture technique, in vitro plantlets were successfully acclimatized in
a 4 weeks period. In vitro rooted microcuttings with 250 ppm IBA were acclimatized at higher
percentages. The percentages were determined as 84.0% in OHxF 333, 62.7% in AH-32 and 64.7% in
AH-75. In all three Pyrus genotypes, stomata could not be detected on the upper surface of the leaves of
the mother plants in orchard. In OHxF 333, the number of stomata per mm? on the leaf lower surface was
statistically similar in acclimatized plants removed from float hydroculture (208.3+23.8) and in plants
grown under greenhouse (267.9424.3). These values were significantly higher than those of the mother
plants (160.8+11.7). In AH-32, the stomatal numbers of acclimatized plants removed from float
hydroculture (153.6+29.2) and mother plants in orchard (133.4+24.2) were similar. Leaf mesophyll
thickness varied between 153.0+18.2 - 202.4+4.8 um in all genotypes and no significant difference was
recorded between the values. In OHxF 333, total chlorophyll, chlorophyll a and b contents were similar in
all plants. The acclimatized plants had higher values than the mother plants in terms of chlorophyll a in
AH-32 (0.0760 mg/g and 0.0270 mg/g, respectively), and total chlorophyll in AH-75 (0.8136 mg/g and
0.7090 mg/g, respectively).

December 2022, 97 pages
Key Words: Pear, rootstock, micropropagation, rooting, IBA, acclimatization



TESEKKUR

Doktoray1 basladigimdan beri adim adim ¢alismamu takip eden, bana her tiirlii destek ve
yardimi saglayan, yol gosteren, tez ¢alismamin her asamasinda zorluk ¢ektigimde bana
el uzatan Danisman Hocam Prof. Dr. Hatice DUMANOGLU’na (Ankara Universitesi
Bahge Bitkileri Anabilim Dal1), Tez Izleme Komitesi Uyeleri Prof. Dr. Golge
SARIKAMIS (Ankara Universitesi Bahce Bitkileri Anabilim Dal1) ve Prof. Dr. Ahmet
AYGUN’e (Kocaeli Universitesi Bahge Bitkileri Anabilim Dali) sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.

Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Laboratuvari’ndaki c¢alismalarim sirasinda beni
yonlendiren ve derin tecriibelerinden  yararlandigim  Prof. Dr  Nurhan
BUYUKKARTAL’a ve Ziraat Fakiiltesi Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Béliimii
Laboratuvari’ndaki klorofil analizlerimde desteginden ve yardimindan faydalandigim

Ogretim Gérevlisi Dr. Ozge SAHIN e ¢ok tesekkiir ederim.

Sonunda 1yi bir egitim almak ve parlak bir gelecege hazirlanmak i¢in sevgileriyle beni
buraya gonderen, bana giivenen yanimda olmasalar da manevi desteklerini kalbimde
hissettigim Sevgili Annem ve Babama ve biiyiik anlayis gosteren tiim aileme tesekkiir

ve sevgilerimi sunarim.

BAP 2110447004 nolu proje kapsaminda Doktora Tezi ¢aligmama destek saglayan
Ankara  Universitesi  Bilimsel Arastirma  Projeleri  Koordinasyon  Birimi

Koordinatorliigii'ne tesekkiir ederim.

Salwa IBRAHIM AHMED OSMAN
Ankara, Aralik 2022



ICINDEKILER

TEZ ONAY SAYFASI

| O N SR i
(0 D NPT i
ABSTRACT ...cevtuueeerinneeeeetneeeeeenneeeerenneeeessnneeesssneessssnnsessssnnessssmnes iii
TESEKKUR ..cuuvoeiiuiiniiniiiiniiieneriererereereereestessessessessessessessessessesnesss iv
Y % (€] 01 800 28 0] /4 1.1 SOOI vii
KISALTMALAR DIZINT ....iviiiiiiiiieiieeceteeeeieeeeneeeeeneeeeneeeeeaeeesneeeenne viii
SEKILLER DIZINT ...cvuiiiniiiiiiiiiiiiiiie et eieeiereeneraennesnnenneennens iX
[0V 2 D€ ) 91 21 28 )] /4 1\ P X
I € 1 21 (N 1
2. KAYNAK OZETLERI ....ccvuiiiiiiiiiiiiiieiieeeeiieeeeieeeeneeeeneeeenneeesnneenns 5

2.1 Pyrus Genotiplerinde Mikro Celiklerde Koklendirme ve Dis Kosullara
Alstirma CaliSmalart ......cooieiiiiiiiiiieiiiieetiiiientecennctcesnsscssessscsnnns 5

2.2 Diger Bitki Tiirlerinde Mikro Celiklerde Koklendirme ve Dis Kosullara

AN 1130 1 I OF:T1 T 11 F:1 -1 o 26
3. MATERYAL ve YONTEM .....cuuuummmmuiniiiiiiininiinnennnneereerseseeeeeeeeeeeens 56
IV -1 (-] - | PP 56
B0 1) 1 1) 1 Lt 56
3.2.1 In vitro Kkiiltiirlerin olusturulmasi ve mikro celiklerin hazirlanmasi ....... 56
3.2.2 In vitro koklendirme denemeleri ...........ceevvueeernneeernneenneeennneeennnns 57
3.2.3 Ex vitro koklendirme denemeleri ........cccoeevuiiuiiiiiiiiieiieiiiiiiieiienneen 58
3.2.4 In vitro bitkicikleri dis kosullara alistirma denemeleri ..................... 60
3.2.5 Dis kosullara ahstirilms bitkilerin sera kosullarinda gelistirilmesi ...... 61
3.2.6 Yaprak orneklerinde antomik incelemeler ve klorofil analizleri .......... 61
3.2.7 Deneme plam ve verilerin istatistik analizi ............ccoeeieiiiiiianna... 62
4. ARASTIRMA BULGULARI ...c.ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeneceneeean 63
4.1 Pyrus Genotiplerinde in Vitro Koklendirme Bulgular: ...........ccccevvinnnnen. 63
4.1.1 OHxF 333 armut klonunda in vitro koklendirme bulgulari .................. 64
4.1.2 AH-32 ahlat klonunda in vitro koklendirme bulgular: ..........ccccceeueenee. 65
4.1.3 AH-75 ahlat klonunda in vitro koklendirme bulgulari ...........ccccceveen.n. 66



4.2 Pyrus Genotiplerinde Ex Vitro Koklendirme Bulgular: ...........cceeevneen.n. 67
4.3 in Vitro Bitkicikleri Dis Kosullara Alistirma Bulgulari.............c.c.evnee... 67
4.3.1 OHxF 333 armut klonunda in vitro bitkicikleri yiizen su kiiltiirii teknigi

ile dis kosullara alistirma bulgular: .........ccoeeiiiniiiiiiiiniiiiiiiinieineinnnn 67
4.3.2 AH-32 ahlat klonunda in vitro bitkicikleri yiizen su kiiltiirii teknigi ile

dis kosullara ahistirma bulgulart ......c.coeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiinneen 70
4.3.3 AH-75 ahlat klonunda in vitro bitkicikleri yiizen su Kiiltiirii teknigi ile

dis kosullara alistirma bulgular: .........ccoeeviiniiiiiiieiiiiiiieiiinieinecennn 71
4.3.4 Yiizen su kiiltiirii teknigi ile in vitro bitkicikleri dis kosullara ahstirma

bakimindan Pyrus genotiplerinin karsilastirilmasi ........ccccovevineinannee. 72
4.4 Sera Kosullarinda Gelistirilen U¢ Aylik Bitkileri Ait Bulgular ............... 75
5. TARTISMA VE SONUCQC ...uiutiuiiuiiaiieiieiiesnieateeseesnssntssssessssssssssssnssnse 80
[ N I 87
[0Y/€) 0l | 1SR 97

Vi



°C

cm

CO;
FeSO,4.7H,0
Fe EDDHA
g

HCL

K

KNO3

mg

ml

mM

mm

uM

ul

um
NH3NO3
(NH,)2Fe(SOy),6H,0
ppm

SIMGELER DiZIiNi

Santigrat derece

Santimetre

Karbondioksit

Demir siilfat heptahidrat

Demir etilendiamin di-o-hidroksi fenilasetik asit
Gram

Hidroklorik asit

Potasyum

Potastum nitrat

Milligram

Mililitre

Milimol

Millimetre

Mikromol

Mikrolitre

Mikrometre

Amonyum nitrat

Amonyum demir (1) siilfat hekzahidrat
Milyonda bir kisim

vii



AMF
BA

DKW
GAs

IAA

IBA

LS

LEP

M9

MS

NAA
NRM
OHXF 333
PG

PVA
PP333
QL

WPM
2,4-D

KISALTMALAR DIiZiNi

Arbuscular mycorrhiza fungus
Benzil adenin

Driver ve Kuniyuki Walnut
Gibberellik asit

Indol asetik asit

Indol biitirik asit

Linsmaier ve Skoog

Lepoivre

East Malling 9

Murashige ve Skoog

Naftalen asetik asit

Nas ve Read Medium

Old Home x Farmingdale 333
Phloroglucinol

Polivinil alkol

Paclobutrazol

Quoirin ve Lepoivre

Woody Plant Medium

2 ,4-Diklorofenoksiasetik asit

viii



Sekil 4.1

Sekil 4.2

Sekil 4.3

Sekil 4.4

Sekil 4.5

Sekil 4.6

Sekil 4.7

Sekil 4.8

SEKILLER DiZiNi

OHxF 333 klon anacinda 250 ppm IBA uygulamas: ile in vitro
kosullarda koklendirilmis mikro ¢eliklerin gorinimii ...................

AH-32 ahlat klonunda 250 ppm IBA uygulamasi ile in vitro kosullarda
koklendirilmis mikro ¢eliklerin gorintimil ...............cooviiiiiiinnnn.

AH-75 ahlat klonunda 250 ppm IBA uygulamasi ile in vitro kosullarda
koklendirilmis mikro g¢eliklerin gorinimii .............ocoviviiiiiiiininn.,

AH-75 ahlat klonunda 2000 ppm IBA uygulamasi ile in vitro kosullarda
koklendirilmis mikro g¢eliklerin gorintimii ...............ccooeviniininn....

OHxF 333 klon anacinda 250 ppm IBA uygulamas: ile in vitro
kosullarda koklendirilmis mikro celiklerin yiizen su kiiltiirii teknigi ile
dis kosullara alismis 4 haftalik bitkiciklerin strafor viyol iginde
GOTUNUIMITL ... ettt ettt ettt e e et e et e et et e e aeeeeanaans

AH-32 ahlat klonunda 250 ppm IBA uygulamasi ile in vitro kosullarda
koklendirilmis mikro ¢eliklerin yiizen su kiiltiirii teknigi ile dis kosullara
alismis 4 haftalik bitkiciklerin strafor viyol i¢inde goriinimii ..............

AH-75 ahlat klonunda 250 ppm IBA uygulamasi ile in vitro kosullarda
koklendirilmis mikro ¢eliklerin yilizen su kiiltiirii teknigi ile dis kosullara
alismis 4 haftalik bitkiciklerin strafor viyol i¢inde goriiniimii ..............

OHxF 333 klon anacinin sera kosullarinda gelismis 3 aylik bitkilerinin
GOTUNUIMITL ..ttt ettt ettt ettt e ettt e et e e e e eaaee e

64

65

66

66

70

71

72



Cizelge 4.1

Cizelge 4.2

Cizelge 4.3

Cizelge 4.4

Cizelge 4.5

Cizelge 4.6

Cizelge 4.7

CIZELGELER DiZiNi

Pyrus genotiplerinde mikro g¢eliklerin in vitro koklenmesi iizerine IBA
dozlarnin etkisi .........ooooiiiiiii

Pyrus genotiplerinde in vitro kdklendirme asamasinda uygulanan IBA
dozlarmin, ylizen su kiiltiri teknigi ile bitkicikleri dis kosullara
alistrmada canlilik orani, canlilik diizeyi ve gelisme o6zellikleri
tizerine €tKIleri .. .. ...

Yiizen su kiltirii teknigi ile in vitro bitkicikleri dis kosullara
alistirmada bitkiciklerde canlilik orani, diizeyi ve gelisme ozellikleri
bakimindan Pyrus genotiplerinin karsilastirilmast .........................

Yiizen su kiiltiirti ile dis kosullara alistirilmis in vitro bitkiciklerin
yaprak anatomik Ozellikleri yoniinden Pyrus genotiplerinin
Karstlastirtlmast .........ooooiiiii e,

Yiizen su kiiltiirti ile dis kosullara alistirilmis in vitro bitkiciklerin
klorofil 6zellikleri yoniinden Pyrus genotiplerinin karsilagtirilmast .....

OHxF 333 armut klon anacimun ii¢ aylik bitkilerinin bazi gelisme
OZCIIKIIT ..ot

Pyrus genotiplerinde yiizen su kiiltiirinden ¢ikartilan, sera
kosullarinda gelistirilen bitkiler ve bahge kosullarindaki ana bitkilerin
yaprak anatomik ozellikleri ve klorofil 6zelliklerinin karsilagtirilmasi

63

68

73

74

75

78



1. GIRIS

Yizyillardir oldugu gibi giiniimiizde de armutlar i¢in ideal anag arayisi hala devam
etmektedir (Dondini ve Sansavini 2012). Bunun en 6nemli sebeplerinden birisi birim
alandan elde edilecek verimin ve {iriin kalitesinin yiikseltilmesi amaciyla diger meyve
tirlerinde oldugu gibi armut yetistiriciliginde de intensif tarima olan yonelistir. Bu
sistemin geregi olan bodurluk i¢in ise ¢gogu orta kuvvette gelisen armut klon anaglarinin
(Pyrus communis L.) uygun olmamasindan dolayr bodur ayva klon anaglarinin
kullanilmast, bu durumda ise yasanan as1 uyusmazligidir. Bu nedenlerle, armut ¢esitleri
ile ag1 uyusmazligi sorunu olmayan ve ayni zamanda bodur gelisme 6zelligindeki klon
anaglara olan ihtiyag armut yetistiriciliginde devam etmektedir. Bunun 6tesinde kiiresel
1sinma basta olmak tizere olumsuz iklim ve toprak ozelliklerinin tetikledigi siddetli
abiyotik stres kosullarina kars1 dayanikli bodur armut klon anaglarinin 1slahi da intensif
armut tariminin siirdiiriilebilirligi icin 6nemli bir gereksinimdir. Ayrica, bu 6zelliklere
sahip anaglar {retim maliyetinin diismesine yaptigi katkilarin yaninda diinya
niifusundaki hizli yiikselis ile birlikte artan {riin talebinin karsilanabilmesi icin
yetistiricilik yapilamayan alanlarin modern meyve iiretiminde degerlendirebilmesi i¢in
de 6nemlidir (Bolat vd. 2018). Diinyanin 6zellikle kurak ve yar1 kurak bolgelerinde ve
kirecli topraklar {izerinde armut tarimini etkileyen abiyotik stres unsurlarindan ikisi
kuraklik ve bitkilerde demir eksikligine bagl klorozdur. Bu stres unsurlarinin siddetli
oldugu alanlarda mevcut klon anaglarla intensif armut tarim1 yapmak miimkiin degildir
(Lombard ve Westwood 1987, Kassa 2015, Ikinci vd. 2016, Giir ve San 2017). Diinyada
topraklarin  biiylik bdliimiiniin - sulanamamasi, sulanabilir alanlarda mevcut su
kaynaklarindaki hizli azalis ve tarim topraklarinin yarisina yakininda kire¢ oranindaki
yiikseklik nedeniyle bitkilerde karsilagilan demir noksanlig1 sorunu dikkate alindiginda
kuraklik ve kloroza dayanikli yeni armut klon anaglarinin gelistirilmesinin 6nemi daha

da iyi anlasilmaktadir.

Kurak ve kirag alanlara uyum yetenegi ve armut kiiltiir ¢esitleriyle yiiksek asi1 basarisi
gosterdigi i¢in armut anag 1slahinda degerlendirilebilecek bir tiir olan ahlatin (Pyrus
elaeagrifolia Pall.) (Ozbek 1978, Lombard ve Westwood 1987, Dolcet-Sanjuan vd.
2004, Bell ve Itai 2011, Dumanoglu vd. 2014) diinyada gen merkezlerinden birisi olan

Anadolu bu yabani armut tiriinde zengin genetik ¢esitlilige sahiptir. Tohumla
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cogaltildiginda yiiksek diizeyde genetik acilim gosterdiginden dolayr kendi kokleri
tizerinde bir ornek bitki tiretiminin sadece klonal ¢ogaltim yontemleri ile miimkiin
oldugu ahlatda, ¢elikle gogaltimda kéklenme sorunlarinin yaninda iiretim katsayisinin
diisiik olmasi nedeniyle mikro ¢ogaltim basvurulmasi gereken en 6nemli ¢ogaltim

teknigidir (Aygun ve Dumanoglu 2015).

Diinyada 20. yilizyilin sonlarindan itibaren hizla gelismekte olan mikro ¢ogaltim teknigi
kapsaminda koklenmede elde edilen basarili sonuglar sayesinde anag 1slah ¢alismalari
¢ok biiyiik bir ivme kazanmustir. Nitekim giiniimiizde meyve tiirlerinde klon anaglarin
sayist ¢ok yiiksek diizeylere ulagsmis ve fidancilik sektoriinde bu anaglarin kullanimi
yine mikro ¢ogaltim sayesinde ticari boyutta giderek artan bir egilim igerisine girmistir.
Bu kapsamda, fidancilik sektoériinde yar1 bodur armut fidani iiretiminde yaygin olarak
tercih edilen anaglardan birisi durumundaki Old Home x Farmingdale 333 (OHXF 333)
(P. communis L.) standart armut klon anacina olan yogun talebin mikro ¢ogaltim teknigi
ile karsilandig1 bilinmektedir (Alizadeh vd. 2018).

Mikro ¢ogaltim, bitki doku Kkiiltiirleri kapsaminda siirgliin ucu, tomurcuk, bogum,
meristem, kok, yumru, sogan, hiicre slispansiyon, embriyo ve tohum Kkiiltiirleri, mikro
asilama ve somatik embriyogenesis gibi tekniklerin esas alindigi in vitro ve ex vitro
caligmalarin biitiinii olan bir ¢ogaltim yontemidir. Bu yontem ile sinirli sayida baslangic
materyali ile zamana bagl kalinmadan yil boyunca bir 6rnek bitki {iretimi kitlesel olarak
yapilabilmektedir. Mikro ¢ogaltim, eksplantin se¢imi ve 6n hazirlik (asama-0), kiiltiire
alma (asama-1), siirgiin ¢ogaltma (asama-2), koklendirme (asama-3), dis kosullara
alistirma (aklimatizasyon) (asama-4) ve son olarak bahge kosullarina tagima (asama-5)
olmak tizere genellikle toplam alti asamadan olusmaktadir (Soumare vd. 2021).
Koklendirme ve dis kosullara alistirma, mikro c¢ogaltimin en kritik asamalar1 olup
basarisizlik ya da diisiik basar1 durumlarinda ¢ok yiiksek ekonomik kayiplara neden
olabilmektedir. Bu asamalarda basar1 {izerine en etkili faktdr genotip olmakla birlikte
fizyolojik durum, ortamlarin tipi, yapist ve igerigi, digsal uygulamalar, 151k, sicaklik,

nem, hava bilesimi gibi ¢evresel unsurlar diger 6nemli konulardir (Hartmann vd. 2011).

Genel anlamda bitkilerde secilmis klonlarin basariyla iiretilmesinde 6nemli rol oynayan

adventif koklenme karmasik bir siiregtir ve diger tiirlerde oldugu gibi odunsu bitki
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tiirlerinin vejetatif cogaltiminda da 6nemli bir adimdir. Kdklenmesi zor olan bu tiirlerde
oksin uygulamalar1 kok gelisiminin diizenlenmesinde oldukea etkilidir. Ozellikle oksin
yanit1 oksin/IAA (indol asetik asit) ve oksin yanit faktorii gen ailelerinde, oksin ile
indiiklenen genlerin ve oksin sinyal yolunun aydinlatilmasinda giiniimiizde biiyiik
ilerleme kaydedilmistir. Koklenme sinyallesmesinin bazi 6nemli yonleri ortaya
cikartilmig olsa da bu karmasik ag heniiz tam olarak anlagilamamistir (Pop vd. 2011).
Adventif kokler, endodermisin i¢ tarafinda yer alan meristematik 6zellik tasiyan
hiicrelerden meydana gelmis bir yap1 olan kok periskl dokusundan ortaya ¢ikan lateral
koklerden farkli olarak bitkilerde govde, yapraklar ve yash koklerde periskl olmayan
dokulardan dogal olarak ya da stres altinda meydana gelmektedir. Bunlar, lateral kokler
gibi post-embriyonik koklerdir. Bu kokler mekanik hasar ya da doku kiiltiiriinde siirgiin
rejenerasyonunu takiben de indiiklenebilmektedir. Adventif kokler, floem veya ksilem
parankim hiicreleri, gen¢ ikincil floem hiicreleri veya floem hiicrelerine yakin
demetlerarasi kambiyum hiicreleri gibi mevcut hiicrelerden dogrudan ya da dolayl
olarak celikler alinirken gerceklesen mekanik hasarin neden oldugu kallus dokudan
meydana gelebilmektedir (Li vd. 2009, Bellini vd. 2014). Bir¢ok odunsu bitki tiiriinde
oksinlerin adventif koklerin etkili indiikleyicileri oldugu gosterilmistir (De Klerk vd.
1999). Adventif koklenmenin ilk agsamasi farklilasma ve yeni bir meristematik bolgenin
olusumudur. Ikinci asama erken hiicre béliinmeleridir. Bu asamada polarite
gostermeyen ve radyal olarak simetrik hiicre kiimeleri meydana gelmektedir. Hiicrelerin
gelisme yonii heniiz belirli degildir. Ugiincii asama organize olmus belirli bir kok
meristemini olusturmak {izere bir sonraki hiicre boliinmeleridir. K6k meristemi en az
1500 hiicreden olusmaktadir ve iki tarafli simetrisi ile karakterize edilmektedir.
Dordiincli asama meristem tarafindan iiretilen hiicrelerin uzunlamasma gelisimi ile
kokiin ortaya ¢ikmasidir. Bu asama yeni olugsmus meristem ve govde arasinda vaskiiler
birlesmenin gergeklestigi ve kokiin ilk kez distan goriinlir duruma geldigi asamadir
(Blakesley vd. 1991).

Mikro ¢eliklerin bitkiye donilisimii i¢in zorunlu olan adventif kok olusumu ve
gelisiminin ardindan in vitro bitkiciklerin dig kosullara alistirilmasi da mikro ¢ogaltim
yoluyla bitki iiretiminin en 6nemli asamalarindan birisidir (Hartmann vd. 2011,

Soumare vd. 2021). Bitki tiirlerinde in vitro bitkiciklerin dis kosullara alistirilmasi farkli



ortam karisimlarinda sera kosullarinda sisleme sistemlerinin altinda ya da tiinellerde,
bitki yetistirme odalar1 veya dolaplarinda, kapali ortii sistemlerinde baslangigta yiiksek
nem kosullar1 saglanarak 2-4 haftalik siirecte tedrici olarak gergeklestirilmektedir. Pyrus
genotiplerini de kapsayan bir¢ok odunsu bitki tiirlinde yaygin olarak kullanilan bu
yontemlerde bitkilerde yogun Sliimler yasanabilmektedir (Chandra vd. 2010, Chirinea
vd. 2012, Kumar ve Rao 2012, Clapa vd. 2013). Bu soruna kars1 Clapa vd. (2013)
tarafindan ylizen su kiiltirii (float hydroculture) adi ile gelistirilmis olan teknikle
bitkilerin dis kosullara alistirilmasinda yiiksek basar1 oranlarmin elde edildigi
bildirilmigtir. Bu teknikte giibrelerin, biiyiimeyi diizenleyici maddelerin, biyo-
uyaricilarin kullanilmadigi ve ayrica sistemde su oksijenasyonuna gerek bulunmadig ve
bu yonleriyle diger su kiiltiirlerinden farklilik gdsterdigi one siiriilmistiir (Clapa vd.
2013).

Bu tez ¢aligmasi, OHXF 333 standart armut klon anacinda (P. communis L.) ve armutta
anag 1slah caligmalar1 kapsaminda segilmis bazi ahlat tiplerinde (P. elaeagrifolia Pall.)
in vitro kosullarda koklendirilmis mikro g¢eliklerin dis kosullara alistirilmasinda ve ex
vitro koklendirmede yiizen su kiltiirii tekniginin kullanim potansiyelinin belirlenmesi

amactyla yapilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Pyrus Genotiplerinde Mikro Celiklerde Koklendirme ve Dis Kosullara
Alstirma Cahismalar

Kunneman ve Albers (1992) yeni armut anac1 ZP01’in (P. communis) in vitro ve in vivo
koklenmesi ve dis kosullara alistirilmasi, koklii ve koksiiz mikro ¢eliklerin yasama
oranlar1 ve gelisimleri {izerine akimatizasyon kosullarinin etkilerini aragtirmiglardir.
Aragstiricilar koklendirme ¢alismalarinda mikro ¢elikleri, 4’er hafta arayla en az 10 kez
alt kiiltiire alinmig mikro siirgiinlerden hazirlamislardir. Alt kiiltirlerde MS (Murashige
ve Skoog) (Murashige ve Skoog 1962) ya da LEP (Lepoivre) (Quoirin vd. 1977) besin
ortamlarinin makro elementlerini, MS ortaminin mikro elementlerini esas almiglardir.
Bu ortamlara 100 mg/L myoinositol, 0.5 mg/L nicotinic acid, 1.0 mg/L thiamine-HCI,
0.5 mg/L pyridoxine-HCl ilave etmislerdir. in vitro kdklendirme asamasinda LEP besin
ortamimin %2 kuvvetinde makro elementlerini, 1/1 kuvvetinde mikro elementlerini ve
cogaltma ortaminin vitaminlerini esas almislar, ortama 0.2 mg/L IBA ve 30 g/L sakaroz
katmislardir. Koklendirme denemelerinde mikro c¢elikler ilk hafta tamamen karanlikta
birakilmig ve daha sonra 16 saat aydinlik kosullarda (70 ;,Lmol'm'z-s'l) 4 hafta
tutulmustur. In vivo koklendirme igin mikro celikler dogrudan alt Kkiiltiirlerden
hazirlanmis ve dip kisimlart 25, 50, 100 veya 200 mg/L IBA soliisyonuna 15 saniye
stireyle daldirilmistir. Torf oran1 %35, %50, %70 veya %90 olan giibreli torf (Finnpeat
ST400 B6) ve perlit karisimlarina dikilen mikro celikler 4 hafta siireyle fog sistemine
sahip %95 nispi nem ve 16 saat aydinlik kosullardaki seraya tasinmistir. Mikro celiklere
dip 1sitma, ortalama 23°C, 25°C veya 29°C sicakliklarda uygulanmis, ancak sicakligin
etkisinin 6nemli olmadig1 belirlenmistir. Calismada koklenmis geliklerin dis kosullara
alisma oraninin, koksiiz ¢eliklerden ¢ok daha yiiksek oldugu saptanmustir. Yiiksek torf
oranlarinda canli kalma ylizdesi azalirken bitkilerin gelisme durumu iyilesmistir. Diisiik
torf oranli (%35-50) torf ve perlit karisimlarinda mikro ¢eliklerin yasama orani 1. ve 2.
denemelerde koklii ¢eliklerde sirasiyla ~%90-95 ve ~%75, koksiiz ¢eliklerde ~%60 ve
~%30-35 olarak belirlenmistir. Bitki boyu ise yiiksek torf oranli (%70-90) karisimlarda
1. ve 2. denemelerde kokli geliklerde ~70-60 mm ve koksiiz ¢eliklerde ~50-60 mm
olarak belirlenmistir. Calismada mikro ¢eliklerin in vivo koklenme oranlar1 ve bitki

boyu iizerine IBA dozlarinin etkisi giibreli ve giibresiz toprak karigimlarina gore
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incelenmistir. Igerisinde %70 torf bulunan giibrelenmemis karisimmn iletkenligi 0.25
mS, giibrelenmis olanin ise 0.68 mS olarak tespit edilmistir. Denemelerde kdklenme ve
bitki gelisimi tizerine IBA’nin tek bagina belirgin bir etkisi ortaya ¢ikmamuistir. Giibresiz
karisim ile birlikte IBA uygulanmamis celiklerde %90, IBA uygulanmislarda %81
koklenme oranlar1 ve sirasiyla 35 mm ve 36 mm bitki boyu saptanmistir. Giibreli
karisim kullanildiginda ise gelisme daha iyi olmus ve bitki boyu IBA uygulanmis ve
uygulanmamis ¢eliklerde 41 mm ve 42 mm olarak kaydedilmistir. Bu nedenle
arastiricilar kok olusturmak icin baslangicta 1-2 hafta giibresiz karisim kullanimini,
daha sonra bitki gelisimi igin sivi giibreler ile uygun konsantrasyonlarda diizenli

uygulamalar ile glibrelenmis karigimi 6nermislerdir.

Baraldi vd. (1993), mikro celikleri zor (Doyenn¢ d'Hiver) ve kolay (Conference)
koklenen iki armut ¢esidinde koklenme {izerine IBA’nin etkilerini, alimini ve
metabolizmasini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda mikro geliklere 1.5 uM IBA ve *H-1IBA
uygulamislardir. Kiiltiirler ilk 7 gilin karanlikta tutulmus ve daha sonra 16 saat aydinlik
kosullara alinmistir. Uygulamadan 4 giin sonra mikro siirgilinlerin aldig: *H-IBA orani
kolay koklenen Conference g¢esidinde %40, zor koklenen Doyenne d'Hiver g¢esidinde
%19 olmustur. Sadece Conference ¢esidi IBA’y1 kok olusumu sathasinda serbest
[AA’ya doniistiirme yetenegine sahip olmustur. Boylece kolay koklenen Conference
cesidinde ilk 2 giinde i¢sel IAA seviyesi hizla artarken, zor koklenen Doyenne d'Hiver
cesidinde cok diisiik seviyede kalmistir. Koklenme yetenegi bakimindan 2 genotip
arasindaki farkliligin oksin alimi ve metabolize etme yetenegi ile iliskili oldugu

bildirilmistir.

Al-Maarri vd. (1994), Passe Crassane ve Williams armut ¢esitlerinde in vitro kosullarda
en iyi koklenmeyi 0.2 mg/L NAA (naftalen asetik asit) uygulamasi ile elde etmislerdir.
Ortama PG (phloroglucinol) (160 mg/L) ilavesi koklenme oranini artirmamistir. Ex
vitro koklenme, mikro celiklerin 2°C’de 1 ay soguklatilmasinin ardindan NAA’ nim 10,
50 ya da 100 mg/L solusyonlarma 1 saat daldirma uygulamasi ile uyarilmigtir. Daha
sonra mikro celikler plastik kaplara dikilmis ve sera kosullarinda 24°C’de tutulmustur.

Ex vitro denemelerde NAA’ nin farkli dozlarinda (10, 50 ve 100 mg/L) Passe Crassane



¢esidinin mikro ¢eliklerinin tamami1 koklenmistir. Williams ¢esidinde bu denemede 100

mg/L NAA uygulamasinda en iyi koklenme degerleri elde edilmistir.

Reed (1995), farkli Pyrus genotiplerinde mikro celiklerin in vitro koklenmesi {lizerine
farkli uygulamalarin etkisini arastirmistir. Uygulama konular1 1) biiyiimeyi diizenleyici
madde ilave edilmeyen temel besin ortami lizerinde 4 hafta siireyle kiiltiire alma
(kontrol), 2) dimetil siilfoksit igerisinde ¢oziinmiis 10 mM IBA solusyonuna (2000
ppm) mikro celikleri 15 saniye siireyle hizli daldirma ve daha sonra 4 hafta siireyle
biiylimeyi diizenleyici madde ilave edilmeyen temel besin ortami iizerinde kiiltiire alma,
3) mikro ¢elikleri once 1 hafta siireyle 10 uM IBA (2000 ppm) iceren ortamda ve daha
sonra 3 hafta siireyle biiylimeyi diizenleyici madde ilave edilmeyen temel besin ortami
tizerinde kiltire alma, 4) dimetil siilfoksit igerisinde ¢6ziinmiis 10 mM NAA
solusyonuna (2000 ppm) mikro gelikleri 15 saniye siireyle hizli daldirma ve daha sonra
4 hafta silireyle biiyimeyi diizenleyici madde ilave edilmeyen temel besin ortami
lizerinde kiiltiire alma, 5) {ic nolu uygulamaya tabi tutulan mikro ¢elikleri 3 hafta
karanlikta ve daha sonra 1 hafta aydinlikta inkiibe etme ve 6) li¢ nolu uygulamaya tabi
tutulan mikro celikleri 30°C’de 4 hafta inkiibe etmedir. Arastiric1 calismasinin sonunda
koklenme diizeyi bilinmeyen genotipler igin IBA ya da NAA solusyonlarina hizli
daldirma uygulamalarini 6nermistir. P. communis genotipleri i¢in 3 nolu uygulama (10
uM IBA), 2 nolu uygulama (10 mM IBA) ve bu uygulamalarin sonu¢ vermedigi
durumda 4 nolu uygulamalarin (10 mM NAA) uygun olacagini, koklenmesi ¢ok gii¢
genotipler i¢in 5 ve 6 nolu uygulamalarin kullanilabilecegini bildirmistir. Denemede yer
alan 50 genotipin ortalama degerlerine goére IBA uygulamalarimin kéklenme orani
tizerine etkileri kontrolde %8.9, 10 mM IBA hizli daldirmada %35.3, 10 uM IBA
uygulamasinda %27.0°dir. Ortalama kok uzunluguna etkileri ise uygulamalara gore 4.5
mm, 6.9 mm ve 11.1 mm’dir. Zor kdklenen 28 genotipte IBA ve NAA uygulamalarinin
etkileri ortalama koklenme orant bakimindan kontrolde %4.3, 10 mM IBA hizhi
daldirma uygulamasinda %22.7, 10 mM NAA uygulamasinda %31.8 ve 10 uM IBA
uygulamasinda %5.5 bulunmustur. Kok uzunlugu bu uygulamalarda sirasiyla 2.1 mm,

4.1 mm, 5.9 mm ve 5.8 mm olarak belirlenmistir.



Yeo ve Reed (1995), iic armut anact Oregon Pear Rootstock (OPR) 157 (P. calleryana),
OPR 260 (P. betulifolia) ve OHxF 230 (P. communis) genotiplerinin mikro g¢eliklerinin
in vitro kosullarda koklendirilmesi denemelerinde Cheng besin  ortamini
kullanmislardir. Koklendirme denemeleri 3 hafta siirdiriilmistir. Konular, kontrol,
mikro ¢eliklerin dip kismini 10 mM NAA ya da IBA soliisyonuna 15 saniye siireyle
hizli daldirma, 10 uM (2 mg/L) IBA igeren besin ortaminda 1 hafta karanlik ya da 16
saat aydinlikta tutmanin ardindan biiylimeyi diizenleyici madde bulunmayan besin
ortaminda 16 saat aydinlik kosullarda inkiibasyondur. Calismanin sonunda OHxF 230
anaci tim koklendirme uygulamalarinda yiiksek oranlarda (%80<) koklenmistir. Kok
sayist 10 mM NAA ve IBA hizli daldirma uygulamalarinda 8.4 ve 6.9 adet ile diger
uygulamalardan 6nemli diizeyde daha yiiksek bulunmustur. Kallus gelisimi, 10 mM
IBA hizli daldirma uygulamast ile uyarilmistir (0.9 cm). OPR 157 anacinda koklenme
oranlar1 ¢ok diisiik seviyelerde kalmistir. Bu anagta en yiiksek koklenme orani %23.9 ile
10 mM NAA hizli daldirma uygulamasinda kaydedilmistir. Ortalama kok sayis1 da ¢ok
diisiiktiir (0.1-0.3 adet/mikro ¢elik). OPR 260 anacinda ise en yiiksek koklenme orani
%42.9 ile 10 uM IBA+1 hafta karanlik uygulamasinda belirlenmistir. Bu uygulamada
ortalama kok sayist (1.0 adet/mikro ¢elik), diger uygulamalardan 6nemli diizeyde daha
yiiksek olmustur. Ayrica arastirmada ex vitro kosullarda koklendirme caligmalar1 da
yapilmistir. Bu denemede mikro ¢eliklerin dip kisimlart 1:1 Dip’N Grow (%1 IBA,
%0.5 NAA) ve su (v/v) sollisyonuna daldirilmis ve 1:1 oraninda perlit ve torf karisimina
dikilerek mist sistemi altina alinmistir. Calismada ex vitro denemelerde ii¢ anacta da

koklenme saglanamamuistir.

Baraldi vd. (1995), mikro c¢elikleri kolay koklenen Conference ve zor kdklenen
Doyenne d’Hiver armut gesitlerinde in vitro kok olusumundaki farkliliklarin, IAA ve
poliaminlerin igsel seviyeleri ve IBA’nin metabolizmasi ile iliskilerini aragtirmiglardir.
Calismada koklendirme ortami olarak 0, 0.5, 1.5, 5 ve 15 uM (0.0, 0.1, 0.3, 1.0, 3.0
mg/L) IBA ya da IAA ilave edilmis olan MS ortamimin ' kuvvetinde mineral
maddelerini ve LS (Linsmaier ve Skoog) ortaminin vitaminlerini igeren ortam
kullanilmistir. Kiiltiirler ilk 7 giin karanlik kosullarda inkiibe edilmistir. Zor koklenen
Doyenne d’Hiver armut cesidinde en yiiksek koklenme orami (%83) 15 uM IBA

uygulamasinda belirlenmigtir. Kolay koklenen Conference armut g¢esidinde bu



diizeydeki koklenme oranina 10 kat daha diisiik olan 1.5 uM IBA dozunda ulasilmistir.
Calismada koklenme oranlari IBA uygulamalarinda, [AA’ya gore daha yiiksek
olmustur. Yiiksek IBA dozlarinda kdklenme oranlar1 ve kok sayilarr artmis ancak kok
uzunluklar azalmistir. Koklenme orani, kok sayist ve kok uzunluklar1t 15 uM IBA
uygulamasi ile Conference cesidinde sirastyla %95, 6.3 adet/koklenen siirglin ve 4.6
mm, Doyenne d’Hiver armut ¢esidinde %83, 5.9 adet/koklenen siirgiin ve 4.9 mm’dir.
IBA’nin 1.5 pM uygulamasinda ise Conference cesidinde sirasiyla %84, 3.4
adet/koklenen siirgiin ve 17 mm, Doyenne d’Hiver c¢esidinde %45, 2.2 adet/kdklenen
stirglin ve 10.7 mm’dir. Calismada her iki gesitte de mikro ¢eliklerin IBA’ya 1-2 giin
maruz kalmasi koklenmeyi uyarmak i¢in yeterli olmustur. Poliamin analizinden elde
edilen sonuglar, uygulamanin 4. giiniinde serbest putrescine diizeylerinde meydana
gelen artisin Doyenne d'Hiver cesidinde ortaya ¢ikan diisiik koklenme ile iliskisini

gostermistir.

Shibli vd. (1997) ¢alismalarinda yabani armudun (P. syrica) mikro ¢ogaltiminda mikro
sirglinlerin in vitro ve ex vitro koklendirilmesinde IBA, IAA ve NAA’nin etkilerini
arastirmislardir. In vitro denemelerde oksinler 0.0, 1.0, 2.0 ve 3.0 mg/L dozlarinda %
MS besin ortamina ilave edilmis, ex vitro denemelerde ise mikro siirglinlerin dip
kisimlar1 0, 5, 10, 15 ya da 20 mg/L dozlarinda oksin soliisyonlarina 1 saat siireyle
daldirilmistir. Daha sonra mikro ¢elikler 1:1 oranindaki perlit ve torf karigimina
dikilerek mist sistemi altina almmustir. In vitro denemelerde en yiiksek koklenme
degerler1 IBA uygulamalarinda elde edilmistir. Oksin dozu yiikseldik¢ce koklenme
oranlari, kok sayisi ve uzunluk degerleri artmistir. En yiiksek koklenme orani (%72),
kok sayist (3.1 adet) ve kok uzunlugu (4.6 cm) 3.0 mg/L IBA uygulamasinda
kaydedilmistir. Calismada in vitro denemelerde diger bir konu olan aktif karbon (1.0
g/L) ve polivinil pyrolidonun (0.1 g/L) oksinler ile birlikte ya da tek baslarina in vitro
koklenme tizerine etkili olmadig belirlenmistir. Calismada mikro siirgiinlerin ex vitro

koklenme denemeleri basarili olmamustir.

Damiano ve Morticelli (1998), yabani armut tiiri P. pyraster’in P8, P38 ve P50
klonlarinin da yer aldigi bazi zor ve kolay koklenen farkli meyve tiirlerine dahil

genotiplerde mikro siirgiinlerin in vitro kklenmesi iizerine oksin ile birlikte ya da oksin



olmadan Agrobacterium rhizogenes susu 1855’in  etkilerini arastirmislardir.
Koklendirme denemelerinde temel besin ortami olarak makro ve mikro besin
elementleri %2 kuvvetinde olan MS ortami kullanilmistir. Bu ortama 0.5 mg/L nicotinic
acid, 0.5 mg/L pyridoxine, 2 mg/L glycine, 0.5 mg/L thiamine, 0.1 mg/L biotin, 200
mg/L inositol, 0.5 mg/L riboflavin, 1 mg/L calcium pantotenate ilave edilmistir. Mikro
geliklerin dip kisimlart 24 saat boyunca karanlik kosullarda 0.5 mL bakteri
siispansiyonuna batirilmis, oksin bulunan ya da bulunmayan koklenme ortamina
tasinmis ve daha sonra antibiyotik (250 mg/L Cefotaxime) ilave edilmis ayni1 ortamlarda
kiiltiire alinmigtir. P 50 kiiltiirleri inokiilasyondan sonra 10 giin karanlikta tutulmustur.
Armut klonlar1 i¢in oksin olarak calismada TAA (2 mg/L) veya NAA (1 mg/L)
kullanilmigtir.  Oksinsiz ortamda (kontrol) armut klonlarinin mikro ¢eliklerinde
koklenme meydana gelmemistir. Sadece oksin kullanilan ortamda P8 klonunda
koklenme olmamis ve diger klonlarda %16.7-%32.1 koklenme belirlenmistir. Oksin
kullanilmayan sadece bakteri inokiilasyonu yapilmis mikro celiklerde kdklenme orani
armut klonlarinda %?26.3-%50.8 arasinda degismistir. Hem oksin ve hem de bakteri
inokiilasyonu yapilmis mikro celiklerde ise bu oran %15.0-%73.4 olmustur. Bakteri
inokiilasyonu sonrasinda tiim klonlarda koklenme meydana gelmis ise de 6zellikle P8
klonunda inokiilasyon ile bu oran %350.8’e ulasmistir. P38 ve P50 klonlarinda ise
bakteri inokiilasyonu yaninda oksin uygulamalar: ile koklenme oranlar1 ylikselmis ve

sirasiyla %73.4 ve %63.7 olarak kaydedilmistir.

Leite vd. (2002), Bartlett (Williams) ve OHxF 97 armut genotiplerinin mikro
sirglinlerinin  koklenmesi iizerine agar ve vermikulitin etkilerini inceledikleri
caligmalarinda temel besin ortami olarak 100 mg/L myoinositol, 30 g/L sakaroz, 6 g/L
agar ya da 8 g/tlip vermikulit katilmig MS besin ortamim1 kullanmiglardir. Kiiltiirlere
karanlik da uygulanmis ve gozlemler 30 giin sonra yapilmistir. Agar ya da vermikulitin
koklenme oranini etkilemedigi ¢alismada agar iizerindeki siirgiinlerde daha fazla sayida
kok olusmustur. Bartlett c¢esidinde agarda koklenme orant %56.3, kok sayist 2.7
adet/stirgiin ve kok uzunlugu 2.4 cm; vermikulitte koklenme orant %53.8, kdk sayisi
1.8 adet/stirgiin ve kok uzunlugu 2.7 cm’dir. OHXF 97 anacinda agarda koklenme orani
%70, kok sayis1 2.9 adet/stirgiin, kok uzunlugu 2.1 cm; vermikulitte koklenme orani

%84.4, kok sayist 2.7 adet ve kok uzunlugu 1.7 cm’dir. Vermikulitte koklenmis
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stirgiinler Bartlett ve OHxF 97°de sirasiyla %31 ve %53 oranlarinda sekonder kok
olusturmustur. Sekonder kok olusumu agar {iizerindeki silirglinlerde meydana
gelmemistir. Karanlik uygulamasi kéklenme oranini %98’den %86’ya, kok uzunlugunu

da 3.5 cm’den 2.1 cm’ye azaltmustir.

Pasqual vd. (2002), P. betulaefolia tiirtine dahil @imitvar bir armut anacinin in vitro
koklenmesi lizerine IBA ve yaralama uygulamalarmin etkisini 30 giinliik inkiibasyon
siiresinin sonunda degerlendirmislerdir. Ilk denemede 3 adet uzunlamasina yaralama
yapilmis ve yapilmamis mikro gelikler 0.0, 0.125, 0.25, 0.5 ve 1.0 mg/L dozlarinda IBA
igceren MS ortamina dikilmistir. Bu denemede yaralama uygulamasi, 0.25 mg/L ve 0.5
mg/L IBA dozlarinin etkinligini artirmis ve koklenme orani sirasiyla %80 ve %100
olarak belirlenmistir. Yaralama yapilmayan uygulamada IBA’nin bu dozlarinda
koklenme orant %20 seviyesinde kalmistir. Yaralama yapilmis ve yapilmamis
uygulamalarda 1.0 mg/L IBA dozunda kéklenme oranm1 %100 olarak saptanmustir. fkinci
denemede mikro celikler 0.0, 0.1, 1.0 ve 5.0 mg/L IBA igeren MS ortamina dikilmistir.
Bu denemede en yiiksek koklenme oranlari 1.0 mg/L ve 5.0 mg/L IBA dozlarinda %60
ve %80 olarak kaydedilmistir. Ugiincii denemede mikro celikler 0.0, 0.5, 1.0, 2.0 ve 4.0
mg/L IBA ilave edilmis %0, %25, %50, %75 ya da tam kuvvette MS ortamina dikilmis
ve siirgiin boyu belirlenmistir. Bu denemede en iyi sonug¢ tam kuvvette MS ortaminda

belirlenmistir.

Previati vd. (2002), Bologna Universitesi tarafindan selekte edilmis A74, C91, D41,
E82, E105 ve E110 armut anaglariin (P. communis) in vitro koklenmesi iizerine MS ve
QL (Quoirin ve Lepoivre) (Quoirin ve Lepoivre 1977, Quoirin vd. 1977) temel besin
ortamlart ve PG’nin (162 mg/L) etkilerini arastirmiglardir. MS besin ortamina 3 mg/L
IAA, QL besin ortamina 2 mg/L IAA ve 1 mg/L NAA ilave edilmistir. MS besin ortami
tizerinde koklenme orani genotiplere gore %86.3 ile %98.0 arasinda degismistir. Bu
ortam {lizerinde koklenme QL ortamina gore daha yliksek olmustur. MS ortaminda
makro elementlerin orant koklenme {izerine etkisiz olurken QL ortaminda makro
elementlerin %50’lik oran1 %100°den daha iyi sonu¢ vermistir. Calismada PG’nin

koklenme iizerine etkisi olmamustir.
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Damiano vd. (2002), yabani armut (P. communis var. pyraster L.) ve bazi armut (P.
communis) g¢esitlerinin (Williams, Precoce di Fiorano, Conference ve Harvest Queen)
in vitro kitlesel ¢ogaltiminda mikro celiklerin koklendirilmesinde 60 dakika olarak
gegici daldirma tekniginin (temporary immersion technique) etkisini arastirmislardir.
Calismada temel besin ortami olarak %2 kuvvetindeki MS ortami esas alinmistir. Besin
ortamlar1 Harvest Queen ve Conference ¢esitlerinde MS + 2 mg/L. IAA + %2 sakaroz,
Precocedi Fiorano ¢esidinde MS + 3 mg/L NAA + %2 sakaroz, Williams ¢esidinde MS
+ 1 mg/L ca-pantothenate + 0.1mg/L biotin + 2 mg/L NAA + 162 mg/L PG + %1.5
sakaroz olarak hazirlanmistir. Mikro ¢elikler hem 151k ve hem de karanlik kosullarda
inkiibe edilmistir. Caligmanin sonucunda yabani armutta 2 mg/L IBA ve 162 mg/L PG
iceren besin ortamina giinde 60 dakika siireyle daldirma teknigi 13 giin sonra
koklenmeyi tetiklemistir. Koklenme orani bakimindan kati ortam (%71) ve gecici
daldirma teknigi (%74) arasinda onemli bir farklilik bulunmamistir. Paclobutrazol,
gecici daldirma yontemi ile kullanildiginda koklenme orani %38 olmus ve kokler zayif
gelismistir. Genel olarak armut cesitlerinde kati ortam ve gecici daldirma teknigi
arasinda istatiksel anlamda Onemli farkliliklar belirlenmemistir. Koklenme oranlari
Harvest Queen’de %71, Precocedi Fiorano’da %58, Williams’da %80 ve Conference’de

%71 olarak kaydedilmistir.

Zhu vd. (2003), soguga dayanikli, armut g¢esitleriyle uyusur, bodur armut anaci
BP10030’a (P. communis) koklenme sorununun ¢6ziimii igin rolB genini aktarmiglardir.
Elde edilen 6 transgenik klonda oksin uygulamasi olmaksizin in vitro kéklenme orani
%67-100 ve siirglin basina kok sayis1 4.6-9.0 adet arasinda belirlenmistir. Transgenik
olmayan mikro siirglinlerde ise ayni kosullarda koklenme meydana gelmemistir.
Transgenik 4 klonun in vitro bitkicikleri 1:1 oraninda toprak ve perlit karisimi iizerinde
sera kosullarinda 30 cm boya ulagtiginda ex vitro koklendirme denemeleri ig¢in 2-3
bogumlu yesil ¢elikler hazirlanmistir. Celikler toprak ve perlit ortaminda nemli
kosullarda koklendirilmistir. Transgenik klonlarin ¢eliklerinde ex vitro koklenme orani
%71-100 ve kok sayist 11-17 adet/gelik arasinda degismistir. Transgenik olmayan
kontrolde bu degerler %5 ve 3 adet/siirgiin olarak kaydedilmistir.
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Iglesias vd. (2004), Dr. Jules Guyot armut ¢esidinin (P. communis L.) yeni bir tipi olan
IGE 2002°nin mikro ¢eliklerinin koklendirilmesi i¢in farkli denemeler kurmuslardir. in
vitro koklendirme caligmalarinda temel besin ortami olarak makro element diizeyi Y4
olan MS besin ortami1 kullanilmistir. flk asamada 0.0, 1.0, 3.2, 10.0 veya 31.6 uM (0.0,
0.2, 0.6, 2.0, 6.3 mg/L) IBA ya da NAA igeren ortamlarda mikro g¢elikleri 5 giin siireyle
tutmuslardir. Daha sonra bu mikro ¢elikleri 3 hafta siireyle oksin igermeyen besin
ortaminda kiiltiire almislardir. Bu ¢alismanin sonunda en iyi sonu¢ 10 uM IBA (2 mg/L)
uygulamasimdan alinmustir. Ikinci asamada arastiricilar 4 farkli deneme kurmuslardir.
Bu denemeler; 1) mikro ¢elikleri 10 uM IBA igeren koklendirme ortaminda 5 giin tutma
ve daha sonra agarla katilagtirllmig IBA igermeyen besin ortami lizerinde 3 hafta tutma,
2) birinci uygulamadaki gibi IBA’da tutma, ancak daha sonra mikro ¢elikleri 3 hafta
stireyle %150 dozunda koklendirme ortami (1/2 makro elementli MS) ilave edilmis
vermikulit iizerinde kiiltiire alma, 3) ikinci uygulama ile ayni ancak IBA’l1 ortamda
bekletme siiresi 2 giin, 4) mikro celikleri 15 saniye siireyle 10 mM IBA (%50 metanol
icerisinde) (2000 ppm) solusyonuna daldirma ve bunlar1 koklendirme ortami ilave
edilmis vermikulitte kiiltiire alma. Bu c¢alismanin sonunda koklenme oranlari
uygulamalara gore sirasiyla %82, %81.9, %40 ve %95.9 olarak kaydedilmis ve 1., 2. ve
4. uygulamalar arasindaki farklilik istatistiksel anlamda O6nemli bulunmamistir. Bu
uygulamalar arastiricilar tarafindan en 1iyi sonu¢ veren uygulamalar olarak

tanimlanmustir.

Barros vd. (2005), yerel Portekiz armut gesitlerinin mikro siirgiinlerinde in vitro
koklenmenin iyilestirilmesi amaciyla uzun ve kisa siireli 6n uygulamalar seklinde iki
farkli uygulama denemislerdir. Ik uygulama, mikro siirgiinlerin 5-10 uM IBA (1-2
mg/L) igeren besin ortaminda 10 giin ve ikinci uygulama 0.5-1.0 mM IBA (100-200
mg/L) igeren ortam fiizerinde 16 saat siireyle tutulmasi yoluyla yapilmistir. Her iki
uygulamada da siirgiinler daha sonra oksin bulunmayan besin ortamina transfer
edilmistir. Kiiltiirler ilk 5 giin karanlikta inkiibe edilmistir. Rocha ¢esidinde 2 uygulama
arasinda farklilik ortaya ¢ikmamis, ancak Perola ¢esidinde uzun siireli 6n uygulama,
Carapinheira g¢esidinde ise kisa siireli 6n uygulama basarili olmustur. Kisa stireli 6n
uygulama asir1 kallus gelisimine neden olmustur. Arastiricilar ayrica kisa siireli 6n

uygulamada farkli siireleri (2, 4, 8, 16 saat) denemisler ve karanlik periyodun siiresini
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degistirmislerdir. Koklenme ylizdesi bakimindan 6n uygulama siireleri arasindaki
farklilik 6nemsiz olurken, Roche ¢esidinde 8 saatlik siirede en yiiksek koklenme orani
elde edilmistir. Karanlik uygulamasinin siiresinin kisaltilmasi Carapinheria ¢esidinde

koklenme tizerinde ¢ok etkili olmustur.

Bahri-Sahloul vd. (2005), OHXF armut anaglarinin mikro ¢eliklerinin koklendirilmesi
calismasinda en iyi sonucu besin ortamma 10 uM IBA (2 mg/L) ilave edilmesinin
verdigini bildirmislerdir. Mikro ¢eliklerinin koklenmesi icin OHxF 69 anacinin karanlik
uygulamasina ihtiyag duydugu, oysa OHxF 40 ve OHxF 87 anaglarinin karanliga

gereksinimlerinin bulunmadigi belirtilmistir.

Lucyszyn vd. (2006) ¢alismalarinda Durondeau (P. communis) armut ¢esidinin mikro
cogaltiminda katilastirict olarak agarin bir kismi1 yerine galaktomannanlarin kullanimini
aragtirmiglardir.  Galaktomannanlar, Cassia fastuosa (cassia) ve Cyamopsis
tetragonolobus (guar) tohumlarindan ekstrakte edilmistir. Denemelerde agar %0.6
dozunda, agar/cassia veya agar/guar karisimi ise her birisi %0.3 dozunda kullanilmistir.
Yaklasik 1.5 cm uzunlukta hazirlanan mikro ¢eliklerin koklendirilmesinde besin ortami
olarak 0.4 mg/L thiamine HCI, 1 mg/L riboflavin, 100 mg/L myo-inositol ve 20 g/L
sakaroz ilave edilmis makro elementleri %2 ve mikro elementleri tam kuvvette olan QL
besin ortami esas alinmistir. Belirtilen katilastiricilarin kullanildigr besin ortamlarina
IBA 0, 0.98 uM (0.2 mg/L) ya da 9.80 uM (2.0 mg/L) dozlarinda katilmistir. Kiiltiirler
16 saat aydinlik kosullarda 30 giin siireyle tutulmustur. Calismada en yiiksek koklenme
degerleri IBA’nin 9.80 uM (2.0 mg/L) dozunda elde edilmistir. Belirtilen IBA dozunda
koklenme oranlari bakimindan katilastiricilar arasindaki farklilik istatistiksel anlamda
onemli bulunmus ve agarda %49.27, agar/guar karisiminda %66.90, agar/cassia
karigiminda ise %91.17 olarak kaydedilmistir. Ayn1 IBA dozunda eksplant basina kok
sayisi, bu katilastiricilara gore sirasiyla 1.98 adet, 4.29 adet ve 4.27 adet olmustur. Kok
uzunlugu ise 1.21 cm, 1.44 cm ve 1.54 cm olarak saptanmistir. Arastiricilar, besin
ortamlarinda katilastirici olarak agar/galaktomannan karigimlarinin mikro ¢ogaltimda
stirglin ¢ogaltim1 ve koklendirmede basarili sonuglar verdigini ve ayrica tek basina agar

kullanimina gore maliyeti 17-34 kat azalttigini bildirmislerdir.
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Thakur ve Kanwar (2006) ¢alismalarinda yabani armut (P. pyrifolia), Kainth (P. pashia)
ve Shiara (P. serotina) anaclari ile Patharnakh (P. pyrifolia) ve Punjab Beauty (P.
pyrifolia x P. communis) cgesitlerinin mikro ¢eliklerinin koklenmesi tizerine PG’nin
etkilerini arastirmiglardir. Calismada, 100 mg/L inositol ve %3 sakaroz ilave edilmis 72
kuvvetindeki MS temel besin ortami %0.7 agar ile katilagtirllmig ya da sivi halde
kullanilmistir. {lk ¢alismada in vitro kosullarda NAA ve IBA kombinasyonunun
koklenme oranmni 6nemli diizeyde artirdigi tespit edilmis ve denemelerde mikro
stirgiinlere PG (0, 40, 80 ve 160 mg/L) ve NAA+IBA (her birisi 0.125-1.0 mg/L)
birlikte uygulanmistir. Bu denemede sadece yabani armut genotipinde %80’in iizerinde
koklenme basarist saglandigr icin zor koklenen dort armut genotipinin mikro
stirglinlerinde 5 farkli deneme kurulmustur. Bu denemeler; 1) mikro siirgiinleri 162
mg/L PG ilave edilmis 2 MS katilastirilmis besin ortaminda 1 hafta karanlik ve 3 hafta
aydinlik kosullarda tutma, 2) IBA (0.5 mg/L) + PG (162 mg/L) igeren Y2 MS
katilastirilmis besin ortaminda 1 hafta karanlik ve Y2 MS siv1 ya da katilastirilmis besin
ortaminda 3 hafta aydinlik kosullarda tutma, 3) IBA (1.0 mg/L), 4) NAA (0.5 mg/L) ve
5) NAA (1.0 mg/L) ile uygulanmis olup diger islemler 2 nolu deneme ile aynidir.
Calismada yabani armut genotipinde sivi ve katilastirilmis besin ortamlarinda PG
uygulamalar1 koklenme iizerine olumlu etki yapmistir. Bununla birlikte siv1 kiiltiirlerde
cok kiiciik kokler ve camlasma meydana gelmistir. Bu armut genotipinde NAA + IBA
(her birisi 0.25 mg/L) ve PG (160 mg/L) igeren katilastirilmis ortamda %86.29 oraninda
koklenme elde edilmistir. Kainth, Punjab Beauty ve Shiara genotiplerinde katilastiriimig
ortamlarda PG ilavesi koklenme iizerine engelleyici etki yapmustir. Sivi ortamlarda
Kainth genotipinde 40 ve 80 mg/L PG koklenmeyi uyarmis ancak 160 mg/L PG etkisiz
kalmistir. Punjab Beauty ve Shaira’da 40 mg/L PG igeren sivi ortam etkisiz olurken 80
ve 160 mg/L PG koklenmeyi engellemistir. Patharnakh’da ise PG uygulamalar
koklenme tizerine basarisiz olmustur. Kainth’de mikro siirgiinleri IBA (0.5 mg/L) + PG
(160 mg/L) iceren 2 MS katilagtirilmis besin ortaminda 1 hafta karanlik ve daha sonra
%2 MS s1v1 besin ortaminda 3 hafta aydinlik kosullarda tutma ile koklenme oran1 %76’ya
ulagsmigtir. Patharnakh’da ise IBA yerine NAA kullanilarak ayni1 uygulama ile 9%58.7

oraninda koklenme saglanmustir.
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Sotiropoulos vd. (2006), OHxF 333 armut anacinin mikro siirgiinlerinin in vitro
koklenmesi tizerine 0.2 mg/L GA3 (gibberellik asit) ve 1.5 mg/L IBA ilave edilmis MS
besin ortaminda ti¢ farkli Fe formunun (FeSO4 7H,O (demir siilfat heptahidrat),
(NH;)2Fe(SOy)2-6H,0 (amonyum demir (1) siilfat hekzahidrat), Fe EDDHA
(etilendiamin di-o-hidroksi fenilasetik asit) etkilerini arastirmiglardir. Her bir form 0.1,
0.2 veya 0.4 mM demir saglayacak konsantrasyonlarda besin ortamlarina ilave edilirken
kontrol uygulamasinda demir kullanilmamistir. Calismada en iyi sonuglar
(NH,)2Fe(SO4),2-6H,0 formu ile 0.1 mM Fe dozunda elde edilmistir. Bu uygulamada
koklenme oran1 %85, kok sayisi 4.2 adet/siirgiin ve kok uzunlugu 12.61 mm, kontrolde
ise bu degerler sirasiyla %30, 1.6 adet/siirgiin ve 9.15 mm olarak kaydedilmistir.

Thakur ve Kanwar (2008), yabani armut tirii P. pyrifolia’nin mikro ¢ogaltiminda
koklenme tizerine kat1 ve sivi besin ortamlarmin, NAA, IBA, NAA+IBA (0.125, 0.25,
0.5, 1.0 ve 2.0 mg/L), 2,4-D (0.125, 0.25 ve 0.5 mg/L) ve PG (0, 40, 80 ve 160 mg/L)
dozlarinin etkilerini arastirmislardir. Oksinlerden bagimsiz olarak kdklenme oranlari
kati ortamda (%28.78), sivi ortamdan (%6.80) daha yiiksek bulunmustur. NAA ve
IBA’nin diisiik dozlarinda kdklenme daha iyi sonu¢ vermistir. Kéklenme oranlar kati
ortamda 0.125 ve 0.25 mg/L dozlarinda NAA’da %70.98 ve %70.14, IBA’da %59.10
ve %63.66 olarak kaydedilmistir. 2,4-D uygulamalarinda koklenme meydana
gelmemistir. Diisiik dozlarda NAA+IBA kombinasyonlarinda koklenme degerleri
yiikselmis, 0.25 mg/L NAA + 0.25 mg/L IBA uygulamasinda koklenme orani %81.47,
kok sayist 5.52 adet/gelik ve kok uzunlugu 2.60 cm olarak belirlenmistir. Phloroglucinol
ilavesi koklenme degerlerini iyilestirmistir. Ozellikle 160 mg/L PG ve 0.25 mg/L NAA
+ 0.25 mg/L IBA ilave edilmis kati ortamlarda koklenme orani %86.29, kok sayist
13.10 adet/gelik ve kok uzunlugu 1.12 cm olarak kaydedilmistir. In vitro bitkiciklerin
dis kosullara alistirilmast kum-+toprak (3:1 v/v) kum+toprak (2:1 v/v) ve perlit bulunan
plastik saksilarda (400 mL) %90-100 nem kosullarinda yapilmis ve belirtilen ortamlarda
bitkilerde canlilik oranlar1 sirasiyla %52.03, %32.77 ve %10.5 olarak saptanmuistir.

Sun vd. (2009), farkli ploidy seviyelerine sahip armut klonlarinda (P. communis L.)
mikro celiklerin in vitro koklenmesi iizerine temel besin ortamlarinin ve PVA’nin

(polivinil alkol) etkilerini arastirmislardir. PVA diploid, triploid ve tetraploid klonlarda
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koklenme oranini ve kok sayisini artirmigtir. Besin ortamlarina 0.5 mg/L IBA ve %2
sakaroz ilave edilmistir. Diploid armut genotiplerinde en yiiksek koklenme (%70), Y4
QL temel besin ortamindan elde edilirken 2 MS (%15.2 koklenme) ve %4 MS (%31.2
koklenme) ortamlari kullanildiginda kéklenme oranlart %2 QL’nin gerisinde kalmistir.
Aragstiricilar %2 QL besin ortamima 0.0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 g/L PVA eklemislerdir. Bu
besin ortamina 1 g/L PVA ilave edildiginde koklenme oran1 %85’e ulagmistir. Kok
sayist da PVA kullanmilmadiginda yaklasik 2 adet/mikro ¢elik ve 1 g¢g/L PVA
kullanildiginda 4.5 adet/mikro ¢elik olarak saptanmustir.

Hag ve Kaloo (2010), P. pyrifolia’nin mikro ¢ogaltimi kapsaminda mikro siirgiinleri
IBA, IAA, NAA ve 2,4-D ilave edilmis makro ve mikro elementleri % diizeyinde olan
MS temel besin ortami iizerinde kiiltiire almiglardir. Calismada in vitro kosullarda en iyi
koklenme 0.25 mg/L IBA+0.125 mg/L NAA kombinasyonunda elde edilmistir. Bu
ortam tlizerinde siirgiin basina 8.5 adet kok meydana gelmistir. Koklenen mikro
stirgiinler 5+1 haftalik periyotda ortamim nem diizeyi %95’den %75’e azaltilarak dis
kosullara aligtirilmistir. En yiiksek ex vitro kosullarda canli bitki oran1 %56.50 ile

kum+toprak (1:1 v/v) tlizerinde belirlenmistir.

Ruzic vd. (2011), Pyrodwarf armut anacinin (BU 5-18 klonu-Rhenus 1) (P. communis)
mikro ¢ogaltiminda siirgiinleri 5 uM (1 mg/L) IBA, 0.3 uM (0.1 mg/L) GA; ilave
edilmis olan mineral maddeleri '%, organik maddeleri 1/1 kuvvetinde olan MS besin
ortaminda koklendirmislerdir. Calismada en yliksek koklenme orani (%96), kok sayisi
(4.88 adet) ve kok uzunlugu (1.83 cm), siirgiin ¢ogaltma asamasinda sitokinin olarak
BA (benzil adenin) kullanilmis ortamlardan saglanan mikro siirgiinlerde elde edilmistir.
Koklenmis siirglinler steril soil substratum (Steckmedium-Klasmann) doldurulmus
plastik saksilarda sera kosullarinda mist sistemi altinda iki haftada %90.9 canlilik oram

ile dis kosullara alistirilmastir.

Saadat vd. (2012), P. glabra armut tiirtinde farkli uygulamalarin 5 hafta sonra mikro
celiklerin koklenmesi iizerine etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda 1) MS besin
ortamina 0.01, 0.1, 0.2, 0.5 ve 1.0 mg/L dozlarinda IBA ilave etmisler ve mikro ¢elikleri

in vitro kosullarda koklendirmislerdir. Bu denemede koklenme orant (%12-%48),
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ortalama kok sayist (2.64-5.67 adet/siirgiin) ve ortalama kok uzunlugu (1.21-2.79 cm)
yoniinden uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan onemli bir farklilik ortaya
c¢ikmamistir. 2) Makro element diizeyi 2 kuvvetinde olan MS besin ortamina 50 mg/L
IBA ya da NAA ilave ederek mikro celikleri 30, 40 ya da 50 saat siireyle bu ortamda
karanlik kosullarda ve daha sonra oksin igermeyen besin ortami lizerinde 16 saat
aydinlik kosullarda tutmuslardir. Bu denemede IBA ve NAA arasinda kdklenme orani
(sirastyla %53.85 ve %50.0) ve ortalama kok sayist (sirasiyla 5.61-7.21 adet/siirgiin)
bakimindan bir farklilik bulunmamis ancak ortalama kok uzunlugu yoniinden IBA (3.09
cm), NAA’dan (1.92 cm) daha iyi sonu¢ vermistir. Uygulama siiresi bakimindan 40 saat
(%47.5) ve 50 saat (%71.9) uygulamalari, 30 saat (%40) uygulamasina gore koklenme
oranini artirmistir. Bu uygulamalarda ortalama kok sayisi (5.06-7.81 adet/siirgiin) ve
ortalama kok uzunlugu (1.21-2.79 cm) istatistiksel anlamda benzer olmustur. 3) Mikro
celikleri 50 mg/L IBA igeren makro element diizeyi 42 olan MS besin ortami iizerinde
12, 24, 48 ya da 72 saat siireyle karanlik kosullarda inkiibe etmisler ve daha sonra in
vitro kosullarda oksin icermeyen MS besin ortamina almislardir. Bunun disinda 50
mg/L IBA igeren makro element diizeyi 2 olan MS besin ortaminda 24 saat siireyle
karanlik kosullarda mikro celikleri beklettikten sonra Jiffy-7 sisen tablette %90-95 nem
iceren ex vitro kosullarda koklendirmeye almislardir. Bu uygulamalarda kdklenme orani
sirastyla %25, %54.2, %53.3, %85.0 ve %100 olarak kaydedilmistir. En yiiksek
koklenme oranlar1 72 saat karanlik + in vitro koklendirme ve 24 saat karanlik + Jiffy-
7’de ex vitro koklendirme uygulamalarinda belirlenmistir. Bu uygulamalarda ortalama
kok sayist onemli bir farklilikla sirasiyla 14.52 adet/siirgiin ve 6.10 adet/siirgiin,
ortalama kok uzunlugu ise benzer degerlerde (3.86 cm ve 3.12 cm) kaydedilmistir.
Arastiricilar, ex vitro koklenmenin zaman ve maliyet agisindan in vitro kdklenmeye

gore daha avantajli olduguna dikkat ¢ekmislerdir.

Vuyjovic vd. (2012) diger bazi meyve anaglart ile birlikte Pyrodwarf armut anacinin
mikro ¢ogaltimi kapsaminda mikro siirgiinleri 1 mg/L IBA+0.1 mg/L GA3 ya da 1 mg/L
NAA+0.1 mg/L GAg ilave edilmis makro ve mikro elementleri %> kuvvetinde olan MS
ortaminda koklendirmislerdir. Calismada IBA uygulamasit %90 koklenme orani, 4.4
adet/stirgiin kok sayist ve 2.08 cm kok uzunlugu ile NAA uygulamasindan daha iyi

sonu¢ vermistir. Bu dzellikler NAA uygulamasinda sirasiyla %40, 1.1 adet/siirgiin ve
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1.26 cm olarak belirlenmistir. Arastiricilar mist sistemi altinda in vitro bitkicikleri

%90.9 oraninda 2 haftada dis kosullara aligtirmisgtir.

Hassanen ve Gabr (2012), ¢alismalarinda P. betulaefolia tiiriine dahil bir anagta mikro
celiklerin in vitro kdklenmesi iizerine 0.0, 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 mg/L IBA ya da NAA’nin
etkilerini arastirmiglardir. Arastirmada, IBA’nin, NAA’ya gore daha etkili oldugu ve en
yiiksek koklenme oraninin (%85), kok sayisinin (4.0 adet/siirgiin) ve kok uzunlugunun
(3.0 cm) 2.0 mg/L IBA, 1 g/L aktif komiir ve 20 g/L sakaroz iceren ¥ kuvvetindeki MS
ortamindan elde edildigi bildirilmistir. Kiiltlirlere ilk 7 giin karanlik uygulanmistir.
Aragtiricilar koklenmis siirglinleri iginde kum-+torf (1:1 v/v) karisimi bulunan plastik
saksilara dikmis, polietilen film ile 6rtmiis ve 3 hafta icerisinde bu Ortiiyli yavas yavas
kaldirarak bitkicikleri dis kosullara alistirmiglardir. Dis kosullara alisan bitkiler 28°C
sicaklik %70-80 nispi neme sahip sera kosullarina alinmis ve %4 MS besin ortami ile

sulanmistir. Bitkilerin %701 dis kosullara alismistir.

Rehman vd. (2014a), ¢alismalarinda P. pashia armut tiiriinde mikro ¢eliklerin in vitro
koklendirilmesi tizerine Y2 MS, MS ve WPM besin ortamlarinin ve 0.1, 1.0 ve 2.0 mg/L
dozlarinda IBA ve NAA’nin etkilerini arastirmiglardir. Mikro ¢eliklerde en yiiksek
koklenme orani1 2 MS ortamui iizerinde IBA i¢in 0.1 mg/L dozunda %14.08 ve NAA
icin 1.0 mg/L dozunda %27.46 olarak belirlenmistir. Calismada IBA uygulamalarinda
en fazla kok sayisi 2.6 adet/eksplant ile 2 MS ortamimnda 1.0 mg/L IBA dozunda
belirlenmistir. NAA’nin 1.0 mg/L dozu ise tam kuvvetteki MS ortami iizerinde kok
sayisint (3.6 adet/eksplant) artirmigtir. En uzun kok WPM (Woody Plant Medium)
ortaminda 0.1 mg/L IBA (31.1 mm) ve 1.0 mg/L NAA (23.22 mm) uygulamalarinda
kaydedilmistir.

Rehman vd. (2014b), P. pyrifolia armut tiriinde mikro ¢eliklerin in vitro
koklendirilmesi lizerine MS, makro ve mikro element diizeyi %2 olan MS ve WPM temel
besin ortamlarinin ve 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/L dozlarinda IBA ve NAA’nin etkilerini
arastirdiklar1 calismalarinda en yiiksek koklenme oranmi 1.0 mg/L IBA iceren 'z
kuvvetteki MS ortami iizerinde %10.16 olarak belirlemislerdir. Ayn1 zamanda en

yiiksek ortalama kok sayis1 da (2.38 adet/eksplant) bu ortam iizerinde kaydedilmistir.
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Ortalama kok uzunlugu bu ortamda 15.90 mm olarak Sl¢iilmiistiir. Bununla birlikte en
uzun kokler (28.57 mm) WPM ortaminda saptanmistir. Calismada NAA bulunan

ortamlarda koklenme meydana gelmemistir.

Aygun ve Dumanoglu (2015), ahlatta (P. elaeagrifolia Pallas) mikro ¢eliklerin in vitro
ve ex vitro koklenmesi tizerine NAA ve IBA’nin etkilerini arastirdiklar ¢alismalarinda
in vitro denemelerde oksinleri 5 uM (1 mg/L) ve 10 uM (2 mg/L) dozlarinda besin
ortamina ilave ederek ya da aseptik kosullarda 10 mM (2000 ppm) ve 20 mM (4000
ppm) dozlarinda hizli daldirma yontemiyle (10 saniye) mikro g¢eliklere
uygulanmislardir. Bu denemelerde temel besin ortami olarak !4 kuvvetinde MS ortami
esas alinmustir. Ortamda sakaroz %3 ve agar %0.7 diizeyinde kullanilmistir. Kiiltiirlere
ilk 10 giin karanlik uygulanarak ya da uygulanmadan 16 saat aydinlik kosullarda toplam
45 giin siireyle tutulmustur. Ex vitro koklendirme denemelerinde ise 0, 10, 20, 30 ve 40
mM (0, 1000, 2000, 3000 ve 4000 ppm) oksin soliisyonlart mikro c¢eliklere hizli
daldirma yontemiyle (10 saniye) uygulanmistir. Daha sonra perlit ortama dikilen mikro
celikler tedrici olarak dis kosullara alistirilarak 75 giin siireyle inkiibe edilmistir. In vitro
koklendirme denemelerinde en yiiksek koklenme orani (%54.2), kdk uzunlugu (10.5
mm) ve kok sayisi (2.5 adet/mikro ¢elik) 5 uM IBA igeren ortam iizerinde 10 giin
karanlik uygulamasiyla elde edilmistir. Ex vitro koklendirme denemelerinde ise en 1yi
sonuca 10 mM IBA uygulamasiyla ulasiimistir. Bu uygulamada koklenme oran1 %55 ve

kok sayisi 1.8 adet/mikro gelik olarak kaydedilmistir.

Yi vd. (2015), Bae Yun No. 3, Bartlett ve Whanggeum armut genotiplerinde (Pyrus
spp.) mikro ¢eliklerin kdklenmesini NAA (0.1-0.2 mg/L), IBA (1.2-2.5mg/L) ya da
kombinasyon halinde 0.1, 0.2 ve 0.5 mg/L NAA+IBA ilave edilmis 2 kuvvetindeki
MS besin ortamu tizerinde arastirmislardir. Ayrica koklenme tizerine 0, 75, 150 ve 300
mg/L PG dozlarmin etkilerini de degerlendirmislerdir. Calismada 30 giiniin sonunda en
yiksek koklenme orani her {i¢ genotipte de 0.2 mg/L NAA+0.2 mg/L IBA
kombinasyonunda belirlenmistir. Bu oran Bae Yun No.3’de %68.9, Bartlett’de %53.4
ve Whanggeum’da %51.8 olmustur. Koklenme orani besin ortamina 75 ve 150 mg/L

PG ilave edilmesiyle Bae Yun No.3’de sirasiyla %89.3 ve %91.8, Bartlett’de %77.3 ve
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%71.1, Whanggeum’da %62.1 ve %70.3 diizeyine c¢ikmistir. Bu uygulamalarin

genotiplerde kok uzunlugunu ve sayisini da artirdigi bildirilmistir.

Papakosta (2016), yerel yabani armut anaci Pyraster’in (P. communis) mikro ¢ogaltimi
calismalar1 kapsaminda mikro ¢elikleri 0.5 mg/L IBA ilave edilmis WPM ve MS temel
besin ortamlar1 iizerinde koklendirmistir. MS ortami iizerinde koklenme orani %70,
ortalama kok sayisi 4.4 adet/siirgiin ve ortalama kok uzunlugu 1.8 cm olarak
belirlenmistir. WPM ortaminda ise ortalama kok sayisi 2.6 adet/siirgiin ve ortalama kok
uzunlugu 0.7 cm olarak kaydedilmistir. MS ortaminin koklenme i¢in daha uygun
oldugunun belirlendigi calismada ayrica bu ortam {izerinde bitkilerin daha iyi gelistigi,

yapraklarin iri ve yogun yesil renkli oldugu bildirilmistir.

Zakavi vd. (2016), kuraga dayanikli P. boissieriana yabani armut tiiriinde mikro
celiklerin in vitro koklenmesi tizerine farkli kuvvetlerdeki (1/6, 1/8 ve 1/10) MS temel
besin ortaminin ve 0, 0.005, 0.01 ve 0.05 mg/L dozlarinda IBA, IAA ve NAA’nin
etkilerini arastirmislardir. Calismada en yiiksek koklenme orani (%100) ile birlikte kok
uzunlugu (9 cm) 0.005 mg/L IBA ilave edilmis 1/6 kuvvetindeki MS ortaminda
belirlenmistir. Arastiricilar in vitro bitkicikleri 1:2:3 oranlarinda perlit, kokopit ve torf

iceren kaplarda 3 haftada dis kosullara alistirmislardir.

Alizadeh vd. (2018), OHxF 333 armut anacinin (P. communis L.) mikro ¢eliklerinin in
vitro koklenmesi tizerine 0, 12, 24, 48, 120 ve 240 ppm IBA ve IAA’nin etkilerini
arastirdiklar1 denemelerinde oksinleri aseptik kosullarda mikro celiklerin dip kismina
yavas daldirma (1 saat) yontemiyle uygulamislardir. Makro element diizeyi 2 olan MS
besin ortamina dikilen mikro ¢elikler ilk 1 hafta karanlikta ve daha sonra 16 saat
aydinlikta olmak tizere toplam alti hafta siireyle kiiltiire alinmistir. Bu denemede
IAA’nin 48, 120, 240 ppm ve IBA’nin 12, 24, 120 ppm uygulamalarinda %50.0 ile
%83.3 arasinda koklenme oranlar1 kaydedilmistir. Arastiricilar mikro ¢eliklerin
koklenmesi tizerine PVA dozlarinin (1, 2 ve 3 g/L) etkilerini arastirdiklar1 diger
denemelerinde aseptik kosullarda hizli daldirma yontemiyle (10 saniye) 200 ppm IBA
uygulanmis mikro ¢elikleri PVA ilave edilmis ya da edilmemis besin ortaminda kiiltiire

almiglardir. Ilk deneme ile aym kosullarda inkiibe edilen kiiltiirlerde PVA
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uygulamalarinin kontrole (%66.7) gore koklenme oranlarini (%75-100) 6nemli diizeyde
artirdigi saptanmistir. Bununla birlikte koklenen mikro c¢eliklerde koklenme diizeyi
(2.51), kok sayis1 (3.54 adet/mikro ¢elik) ve kok uzunlugu (17.0 mm) bakimindan
uygulamalar arasindaki farkliliklarin  istatistiksel anlamda Onemli olmadigi

belirlenmistir.

Tsoulpha vd. (2018), badem yaprakli yabani armut tiri P. spinosa’nin mikro
cogaltiminda kok uyarimi i¢in 24.6 uM (5 mg/L) IBA ilave edilmis modifiye MS ('
NH4NO3, 2 KNO3) besin ortami {izerinde mikro siirgiinleri 7 giin siireyle karanlikta
bekletme, daha sonra kok gelisimi igin oksin icermeyen modifiye MS ortamina
tasmarak 10 pmol'm?s™ g1k yogunlugunda dort hafta siireyle inkiibasyonu ¢alismada
en iyi sonucu vermistir. Bu uygulamada koklenme orami %83.33, kok sayis1 6.20
adet/slirglin, kok uzunlugu 0.56 cm olmustur. Oksin igermeyen armut ortaminin esas
alindig1 kontrol uygulamasinda ise koklenme orani %18.75, kok sayis1 2.65 adet/stirgiin
ve kok uzunlugu 1 cm olarak kaydedilmistir. in vitro bitkicikler iklim kontrollii kiigiik
bir serada perlit ortami {izerinde bitkiciklerin {izeri Ortiilerek yiiksek nem kosullarinin
saglandigr 10 ],Lmol-m'z-s'l 151k yogunlugunda 3 haftada dis kosullara alistirilmis ve alt1
hafta sonra yapilan gozlemlerde alistirma basarisi %87.5 olarak bildirilmistir.
Bitkiciklere bu siiregte 20 giin araliklarla sivi modifiye MS makro element (2 NH4NOs,
%% KNO3) sollisyonu uygulanmistir.

Dimitrova vd. (2019), OHxF 333’tin mikro celiklerinin in vitro koklenmesi ve
bitkiciklerin dis kosullara alistirilmasi tizerine koklendirme asamasinda besin ortamina
ilave edilen yeni bir dogal bitki biyostimiilatorii Charkar’in etkilerini arastirmislardir. In
vitro kosullarda kiiltiire alinmis zencefil koklerinin endofiti-simbiyotik fungusun
metabolizma triinlerinin su-alkol ekstrakti olan Charkar’in, aminoasitler, yag asitleri,
sekerler, makro ve mikro besin elementleri ve fitohormon benzerlerini icerdigi
bildirilmistir. Temel besin ortami olarak makro elementleri 1/2 ve mikro elementleri
tam kuvvette olan DKW (Driver ve Kuniyuki Walnut) besin ortamininin (Driver ve
Kuniyuki 1984) kullanildigi ¢alismada kontrol disinda bu ortama 10 uM (2 mg/L) IAA
tek basina ya da 0.1, 0.3 veya 0.5 ml/L dozlarinda Charkar ile birlikte ilave edilmistir.

Calismanin sonunda IAA ve IAA+Charkar uygulamalarinin kdklenmeyi kontrole gore
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%20 oraninda artirdig1 belirtilmistir. Koklenme asamasinda uygulanan IAA ve/veya
Charkor’un, OHxF 333’lin geng bitkilerinin dis kosullarda gelismesi iizerinde uzun
vadeli olumlu bir etkiye sahip oldugu ve en iyi sonuglarin tek basina IAA ve IAA’nin
0.5 ml/L Charkor ile olusturdugu kombinasyondan elde edildigi bildirilmistir.

Hlaing vd. (2019), P. betulifoia (Bet 1, Bet 2 ve Bet 3) ve P. ussuriensis (Uss) armut
tiirlerinde mikro celikleri iki asamada koklendirmislerdir. {1k asamada mikro ¢elikler 0.2
mg/L veya 0.3 mg/L IBA ilave edilmis %2 kuvvetindeki MS besin ortami {izerinde
doniisiimlii olarak 7 giin karanlik ve 7 giin aydimlik kosullarda inkiibe edilmistir. ikinci
asamada bu mikro ¢elikler 2 mg/L IBA soliisyonuna (%50 etil alkol) 10 ve 15 saniye
siireyle daldirilmis ve oksin igermeyen 2 kuvvetindeki MS ortamina dikilmistir.
Calismada en yiliksek koklenme degerleri Bet 1 genotipinde kaydedilmistir. Bu
genotipte, 0.3 mg/L IBA igeren 2 MS ortamindan sonra 2 mg/L IBA soliisyonuna 15
saniye hizli daldirma uygulamasinda %86.67 oraninda koklenme ve 7.33 adet/stirgiin
kok sayis1 belirlenmistir. Uss genotipinde ise 0.2 mg/L IBA igeren 2 MS ortami + 2
mg/L IBA’ya 15 saniye daldirma uygulamasi ile %80 koklenme orani ve ¢aligmanin en
yiiksek kok uzunlugu 3.23 cm olarak saptanmistir. Bet 2 (%46.6-53,3) ve Bet 3
(%33.33-46.67) genotiplerinde koklenme orani bakimindan uygulamalar arasinda
onemli bir farklilik ortaya ¢ikmamustir. Siirgiin basina ortalama kok sayis1 bakimindan
da Bet 2 (3.78-4.67 adet), Bet 3 (2.0-2.67 adet) ve Uss (4.33-6.61 adet) genotiplerinde
uygulamalarin etkisi benzer bulunmustur. Dis kosullara alisma orani en yiiksek Bet 1

genotipinde %60 olarak belirlenmistir.

Najafabadi ve Roohollahi (2019), yerli iran armut cesidi Natanzi’de (P. communis)
mycorrhiza mantarlar1 ile bulagtirmanin koklenmis mikro ¢eliklerin dis kosullara
alismas1 iizerine etkilerini arastirmislardir. In vitro kdklendirme denemelerinde farkli
dozlarda IBA ya da NAA ilave edilmis MS besin ortami1 kullanilmis, kiiltiirler karanlik
ve aydinlik kosullarda inkiibe edilmistir. En yiiksek koklenme oran1 0.5 mg/L NAA
ilave edilmis MS ve ' kuvvetinde MS besin ortamlarinda aydinlik ve karanlik
kosullarda elde edilmistir. Koklenmis mikro ¢eliklerin dikimi i¢in 1:1 oraninda
kokopit+perlit veya torf+perlit (v/v) karigimlari kullanilmistir. Glomus mosseae ve G.

intraradices mantarlariin sporlari bir karisim formunda saksilarda bitkilerin dikilecegi
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delige koklerin yaklasik 1 cm altinda kalacak sekilde 10 gram olarak uygulanmistir.
Bitkiler yiiksek nem kosullarinda dis kosullara alistirilmistir. Kontrol ile
karsilastirildiginda mycorrhiza mantarlar1 ile bulastirmanin koklii mikro celiklerin
biiylime ve gelismesi iizerine olumlu etkisi oldugu ve koklii celiklerin %100 oraninda
dis kosullara aligtirildig1 belirlenmistir. Bitkilerin yaprak fosfor konsantrasyonu ve kok
kolonizasyon ylizdesi sonuglari, fosfor konsantrasyonu ile kolonizasyon yiizdesi

arasinda anlaml bir iligki olmadigin1 gostermistir.

Karakegili vd. (2019), OHxF 333 armut (P. communis L.) ve koklenme yetenegi ¢cok
diisiik bir ahlat tipinde (P. elaeagrifolia) mikro ¢eliklerin in vitro koklenmesi tizerine
IAA (12.3, 24.5, 49.0, 112.6 ve 245.3 mg/L), IBA (16.3, 32.5, 65.0, 162.6 ve 325.2
mg/L) ve 20, 40, 80, 200 ve 400 mg/L dozlarinda ¢inko nanopartikiil, IAA veya IBA
yiiklli ¢inko nanopartikiillerin etkilerini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda uygulamalari
aseptik kosullarda yavas daldirma yontemiyle (1 saat) yapmislardir. Calismada kontrol
ve oksinsiz ¢inko nanopartikiil uygulamalarinda genel olarak koklenme gozlenmemistir.
Bununla birlikte 185.7 mg/L IBA yiiklii ¢inko nanopartikiiliin 400 mg/L dozunda ahlat
tipinde %50 ve OHxF 333’de %100 koklenme saglanmistir. Calismada, oksinler ile
yiiklii ¢inko oksit nanopartikiillerin 6zellikle koklenme yetenegi diisiik genotiplerde
mikro celiklerin koklenmesinde oksinlere gore basariyr en az iki kat artirabilecegi

vurgulanmustir.

Kotb vd. (2020), Le-Conte armut ¢esidinin (P. communis) mikro geliklerini 0.0, 1.0, 2.0
ya da 3.0 mg/L TAA veya IBA ve 2 g/L aktif komiir ilave edilmis MS besin ortami
tizerinde koklendirmislerdir. Calismada en yiiksek koklenme oranlari 3.0 mg/L IAA
(%100) ve 3.0 mg/L IBA (%88,89) uygulamalarinda elde edilmistir. Bu kok sayis1 7.0
adet/gelik ve kok uzunluklari sirasiyla 7.90 cm ve 5.60 cm olarak kaydedilmistir. Kok
sayis1 en fazla (8.0 adet/¢elik) 1.0 mg/L IAA dozundan elde edilmistir. Bu uygulamada

koklenme orani ise %55.56 olmustur.

Ibrahim Ahmed Osman ve Dumanoglu (2020), calismalarinda {imitvar armut anac1 bazi
ahlat klonlarinin (Pyrus elaeagrifolia Pall.) (Ahlat 32, Ahlat 50, Ahlat 75 ve Ahlat 78)
mikro ¢eliklerinin in vitro kdklenmesi iizerine 250, 500, 1000, 2000 ppm IBA
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dozlarinin etkilerini arastirmislardir. Calismada temel besin ortami olarak %?2 sakaroz
ve %0.7 agar ilave edilmis "2 kuvvetindeki MS ortami kullanilmistir. IBA, mikro
celiklerin dip kisimlarina hizli daldirma yontemiyle 10 saniye siireyle aseptik kosullarda
uygulanmustir. Kiiltiirler ilk 5 giin karanlikta ve daha sonra 16 saat aydinlik kosullarda
tutulmustur. Dort haftanin sonunda istatistiksel anlamda 6nemli bir farklilikla en ytliksek
koklenme oran1 Ahlat 32°de 500 ve 1000 ppm IBA dozlarinda %72.5 ve %84.0; Ahlat
50’de 250 ppm’de %90.0; Ahlat 75’de 250, 500, 1000 ve 2000 ppm dozlarinda %57.5,
%48.0, %48.0, %51.4; Ahlat 78’de 250 ve 500 ppm dozlarinda %92.6 ve %85.7 olarak
kaydedilmistir. Kontrol uygulamasinda genotiplerde koklenme meydana gelmemistir. In
vitro bitkilerinin gelisme o6zellikleri de dikkate alindiginda 250 ve 500 ppm IBA
dozlarinin ahlat klonlarinin mikro ¢eliklerinin in vitro koklendirilmesi icin uygun

oldugu belirlenmistir.

Dimitrova and Nacheva (2021), sentetik biiylimeyi diizenleyici maddeler yerine dogal
bitki biyostimiilatérii Charkar’in OHxF 333’iin mikro celiklerinin ex vitro kosullarda
koklendirilmesinde kullanim potansiyelini arastirmiglardir. Calismada yer alan
uygulamalar kontrol, toz olarak NAA (1 g/L) , toz olarak Charkar (0.5 ml/L), 3 veya 6
saat stireyle sivi formda 0.5 ml/L Charkar uygulamalaridir. Uygulamalardan sonra
mikro gelikler 1:1 (v:v) oraninda torf:perlit bulunan viyollere dikilmis ve nem orani
%96’ n1n lizerinde olan bitki biiyiitme tinitesinde 16 saat aydinlik kosullarda 2 hafta
siireyle tutulmustur. Daha sonra ortam nemi asamali olarak %060’a distiriilmiistiir.
Doksan giiniin sonunda mikro celiklerde yasama orani kontrol uygulamasinda %31
olurken diger tiim uygulamalarda %67 nin lizerinde kaydedilmistir. Toz formda Charkar
disindaki uyulamalarda yasama oran1 %70 ile %86 arasinda degismis ve uygulamalar
arasinda bu bakimdan istatistiksel anlamda 6nemli bir farklilik bulunmamistir. Mikro
celik basina en yiiksek ortalama kok sayisi, kok uzunlugu ve yaprak sayis1 1 g/ NAA
uygulamasinda elde edilmistir. NAA veya Charkor ile yapilan uygulamalarda mikro
celiklerde ¢ok sayida kiiglik yan kokler ile daha kompakt bir kdk sisteminin gelisimi
uyartlmistir.  Arastiricilar  dogal  biyostimiilator  Charkor’un sentetik  biiyiime
diizenleyicilere alternatif olarak mikro ¢eliklerin ex vitro koklendirme arastirmalarinda

kullanilabilecegini 6ne siirmiiglerdir.
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Nadal vd. (2022), P. communis anaglarinin in vitro koklenmesinde sentetik oksinler
yerine endofitik bakterilerin kullanimi konusunda yaptiklari ¢aligmada in vitro armut
anag Kkiltiirlerinde oksin iireten bakterilerin izolasyonu, tanimlanmasi ve se¢imini
gerceklestirmigler ve sSegilen mikroorganizmalarin mikro c¢eliklerin koklenme ve
aklimatizasyonu ftizerine etkilerini arastirmislardir. Calismada, OHxF 87 ve Pyrodwarf
armut anaglarinin in vitro kiltiirlerinde Acinetobacter, Bacillus ve Buttiauxella bakteri
cinsleri baskin bulunmustur. Arastiricilar, mikroorganizmalarla bulastirmanin armut
mikro ¢eliklerinde sentetik oksin uygulamalarina benzer bir biliylime ve gelisme
sagladigini ve bu uygulamanin in vitro kiiltiirlerde kullanilan oksinlerin yerine
gecebilecegini, baz1 mikroorganizmalarin 6zellikle dis kosullara alistirma agamasinda

bitkilerin hayatta kalma oranini artirdigini bildirmislerdir.

2.2 Diger Bitki Tiirlerinde Mikro Celiklerde Koklendirme ve Dis Kosullara
Ahstirma Calismalar:

Welander (1983), M 26 (Malus pumila Mill.) elma anacinin ¢gigek ve meyve veren olgun
ve her yil budanan gen¢ gelisme safhasindaki bitkilerinde mikro siirgiinlerin in vitro
koklenmesi ve dis kosullara alistirllmasi tizerine farkli uygulamalarin etkilerini
arastirmistir. Arastirma konular1 temel besin ortamlar1, IBA ve PG dozlari, steroidler,
karanlik uygulamasi, besin ortamimnin pH’si, Jiffy 9 torf ve torf+perlit karigimlardir.
Calismada dort farkli koklendirme denemesi kurulmustur. Birinci denemede farkl
kombinasyonlarda IBA (5, 10, 15 uM) (1, 2, 3 mg/L) ve PG (103, 10* 10° M)
katilmis, makro elementleri %2 kuvvetindeki modifiye MS besin ortami kullanilmistir.
Bu denemede PG’siz IBA dozlar1 arasinda koklenme oranmi bakimindan 6nemli bir
farklilk belirlenmemistir. Bununla birlikte 5 uM IBA’nin 10* ve 10° M PG ile
olusturdugu ve 15 uM IBA’ni 10™ M PG ile olusturdugu kombinasyonlarda kéklenme
orani artmis, ancak kallus gelisimi ¢ok yliksek oldugundan bu bitkilerin dis kosullarda
yasama orani diigmiistiir. Ikinci denemede kdk olusumunun uyarilmasi igin mikro
siirgiinler 10 uM (2 mg/L) IBA ve 10* M PG ilave edilmis olan modifiye MS ortamina
dikilmistir. Tlk 5 giin tamamen karanlikta tutulan ya da tutulmayan kiiltiirler bu siirenin
sonunda IBA ve PG katilmamis besin ortamina tasinmis ve 24/22°C giindiiz/gece
sicaklik degerlerine sahip 16 saat aydinlik kosullarda inkiibe edilmistir. Bu denemede

siirgiinlerin 5 giin karanhkta tutulmasi koklenme oranini 6nemli diizeyde artirmistir.
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Karanlik uygulanan siirgiinlerde koklenme oranit %79.8, uygulanmayanlarda %59.7
olarak kaydedilmistir. Kallus gelisimi 10 uM IBA+10™ M PG bulunan ortamda 5 giin
karanlikta bekletildikten sonra IBA igermeyen ayni ortama tasinan siirgiinlerde yine
belirgin olmustur. Ugiincii denemede modife edilmis MS besin ortami ile LEP besin
ortami karsilastirilmistir. Besin ortamlarma 10 pM (2 mg/L) IBA eklenmistir.
Ortamlarda iki pH degeri 5.2 ve 6.0 test edilmistir. Ilk 5 giin karanlikta tutulan kiiltiirler
daha sonra IBA igermeyen ortama transfer edilmistir. Bu deneme kapsaminda ayrica
koklenme iizerine D vitamininin analoglar1 steroidlerin etkileri de incelenmistir. Bu
amagla 10 uM (2 mg/L) IBA ilave edilmis besin ortaminda ilk 5 giin karanlikta tutulan
siirgiinler daha sonra IBA icermeyen ancak PG (10 M™), ergocalciferol (10 M™) ya da
dihydrotachysterol (10 M™) katilmis koklendirme ortamima taginmustir. Koklenmis
stirglinler dis kosullara aligtirilmak tizere 1:3 oraninda perlit+torf karisimina dikilmis ve
tizeri plastik ile Ortiilmiistiir. Yasama oranlart 4 hafta sonra gozlenmistir. Bu denemede
LEP ortaminda, MS ortamina gore kallus gelisiminin daha az oldugu saptanmistir.
Ozellikle pH degeri 6.0 olan LEP ortaminda kallus gelistiren siirgiin oran1 %36’ya
diismiistiir. Bu oran MS ortami ilizerinde %79-94 olarak belirlenmistir. Ayrica LEP
ortaminda koklenen siirglinlerde siirgiin basima kok sayisi (5.5-6.2 adet) ve kokli
stirgiinlerin dis kosullara alisma oranlar1 da (%83-84), MS ortamina (4.4-4.6 adet, %47-
55) gore daha yiiksek olmustur. Denemede ergokalsiferol ve dihidrotakisterol steroidleri
ile elde edilen sonuglar tutarli olmamas, test edilen konsantrasyonlarda fenolik bilesikler
koklenme ylizdesini artirmamistir. Dordiincti denemede siirgiinler 0, 0.5, 1.25, 2.5, 5
veya 10 uM (0, 0.1, 0.25, 0.5, 1 veya 2 mg/L) dozlarinda IBA ilave edilmis LEP
ortaminda 5 giin karanlik kosullarda tutulmustur. Daha sonra kiiltiirler biiylimeyi
diizenleyici madde icermeyen besin ortamma transfer edilerek 16 saat aydinlik
kosullarda inkiibe edilmistir. Koklenmis siirgiinler dis kosullara alistirilmak {izere
perlit+torf karisimma ya da Jiffy 9’a dikilmistir. Jiffy 9’un deligine girebilmesi igin
uzun kokler ~1 cm’den kisaltilmistir. Bitkiler sera kosullarina alinmistir. Bu denemede
koklenme oranina ve kok sayisina gore M 26 elma anacinda geng biiyiime evresi i¢in
1.25 uM (0.25 mg/L) ve olgun biiylime evresi i¢in 0.5 pM (0.1 mg/L) IBA dozunun
mikro siirgiinlerin koklenmesi i¢in uygun oldugu bildirilmistir. Jiffy 9 iizerinde dis
kosullara alistirilan bitkiler perlit+torf karisimlarina goére daha iyi ve bir 6rnek

geligmistir. Arastirmada yapilan anatomik incelemelerde karanlik kosullarda 5 giin IBA
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uygulanmis siirgiinlerde kok olusumlarinin basladig: belirlenmistir. Bu agsamadan sonra
stirglinler dogrudan steril olmayan kosullara transfer edildiginde %90 yasama oranina
sahip olmustur. Boylece heniiz kokleri gelismemis siirglinlerin kolaylikla Jiffy 9’a
dikilebildigi ve ayrica bu yoOntemle karanlik uygulamasindan sonra siirglinlerin
bliylimeyi diizenleyici madde igermeyen koklendirme ortaminda kiiltiire alinmasina

gerek kalmadig bildirilmistir.

James (1983), calismasinda M9 elma anacinin in vitro adventif kok olusumunda oksin
duyarli fazin uzunlugunun etkilerini arastirmistir. Calismada PG (10'3 M) varliginda ya
da yoklugunda oksin olarak IAA (2.8x10° M) ve IBA (1.5x10° M) kullanilmistur.
Calismada PG, IBA ile birlikte uygulandiginda aydinlik kosullarda 2 giin sonra sinerjik
etkinin goriildiigli ve koklenme oranmmin %60’ iizerine c¢iktii, Oysa kok sayisi
bakimindan bu etkinin 4. giinde (~11 adet) goriildiigii ve 8 giinden sonra hizla azaldigi
belirlenmistir. Karanlik kosullarda PG ile IAA birlikte uygulandiginda sinerjik etkinin
stirekli artarak koklenme oranini 9. giinde (%100) ve kok sayisini 6. giinde (~8.5 adet)
en yiiksek diizeye ulastirdigi ve etkinin 13. giine kadar devam ettigi belirlenmistir. PG
varliginda oksin duyarli fazda siv1 kiiltiiriin kullaniominda kok sayist azalmistir. Isigin
etkisini belirleme kapsaminda PG+IAA kombinasyonunda kiiltiirleri 6 giin karanlikta
tutup daha sonra hormonsuz ortamda 35 giin aydinlik kosullarda tutma uygulamasinda
koklenme oram1 %70 ve kok sayist 9.5+1.7 olarak belirlenmistir. Oysa 151k

uygulamasinda bu degerler sirasiyla %35 ve 4.7+0.8 olarak bildirilmistir.

Hammerschlag vd. (1987), seftali ¢esitlerinin (Prunus perscia L. Batsch) mikro
stirgiinlerinin koklendirilmesinde temel besin ortami olarak 555.1 uM myoinositol, 4.06
UM nicotinic acid, 2.43 puM pyridoxine HCI, 1.18 uM thiamihe HCIl kapsayan ve
mineral maddeleri %2 kuvvetinde olan MS besin ortamini kullanmislardir. Calismada bu
ortama 58.4 mM (20 g/L) sakaroz ve %0.6 Phytagar ilave edilmistir. Mikro siirgilinler
koklendirme denemelerinden once temel besin ortaminda 4°C’de karanlik kosullarda
35-40 giin inkiibe edilmistir. Koklendirme denemelerinde temel besin ortamina 2.9 uM
(0.5 mg/L), 5.8 uM (1.0 mg/L) ve 28.5 uM (5.0 mg/L) dozlarinda IAA, IBA veya NAA
katilmistir. Bu ortamlara dikilen mikro siirgiinler 2 hafta 26°C’de karanlik kosullarda ve
sonraki 2 hafta 16 saat aydinlik kosullarda (40 uE-m'Z-S'l) tutulmustur. Fenolik
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koklendirme kofaktorlerinin 1sikta koklenmeyi tesvik edip etmedigini test etmek icin
mikro siirgiinler 28.5 uM TAA, 100 uM chlorogenic acid, PG, quercitin ya da rutin ile
desteklenmis temel besin ortaminda 2 hafta ve temel besin ortaminda 2 hafta olmak
tizere aydinlik kosullarda tutulmustur. Kéklenen mikro stirgiinler 100 pE~m'2-s'1 151k
yogunlugunda 2 hafta inkiibe edildikten sonra 1 hafta siireyle sera kosullarinda mist
sistemi altinda kademeli olarak tam giin 1s18ina alistirilmis ve devaminda serada
tutulmustur. Calismada 28.5 uM IAA’da sadece %6 oraninda koklenen Compact
Redhaven ve Redhaven cesitleri ayn1 dozda IBA’da %31 ve %27, NAA’da ise %36 ve
%42 oranlarinda koklenmistir. Tiim c¢esitlerde ozellikle 2.9 uM (%48-100) ve 5.8 uM
(%35-100) NAA igeren ortamlarda daha yiiksek oranlarda koéklenme saglanmustir.
Nemaguard en yiiksek koklenme oranina sahip seftali genotipi olmustur. Cesitlerin
cogunda 2.9 ya da 5.8 pM NAA ile karsilastirlldiginda PG ile desteklenmis IAA
uygulamasi koklenme oranlarint ve koklenen siirglinlerde kok sayisi artirmistir.

Bitkilerin dis kosullara alistirilmasinda kayip yasanmamustir.

Marino (1988), ¢alismasinda visne anact CAB 11 E klonu (P. cerasus), S 749 x S 1490
hibrit anaci1 (P. persica x P. kansuensis) ve Abbe Fetel armut ¢esidinin (P. communis) in
vitro koklenmesi, bitkiciklerin dis kosullara alistirilmasi ve gelismesi {izerine
paclobutrazoliin (PP333) etkilerini aragtirmistir. Koklendirme ortami olarak mineral
maddeleri 2 kuvvetinde olan MS ortami esas alinmistir. Bu ortama IBA (0 veya 0.2
mg/L) ve PP333 (0, 0.25 veya 0.5 mg/L) ilave edilmistir. PP333, filtre ile sterilize
edilmis ve otoklavlanmis besin ortamina katilmistir. Kiiltiirler 224+2°C sicaklik ve 16
saatlik aydinlik (60 umol-m'z-s'l) kosullarinda inkiibe edilmistir. Zor koklenen Abbe
Fetel armudu ilk 1 hafta tamamen karanlik kosullarda tutulmustur. Calisma sonucunda
koklenme i¢in IBA’nin gerekli oldugu, 0.2 mg/L IBA ilavesi ile koklenme oraninin
S749xS1490 hibrit anacinda %16.7°dan %57.6’ya, CAB II E klonunda %61.2’den
%93.7’ye ve Abbe Fetel armut ¢esidinde %0’dan %43.3’e yiikseldigi belirlenmistir. Bu
armut ¢esidinde 0.5 mg/L PP333 kullanimi ile koklenme oram1 %73.3’e ulagmustir.
Diger genotiplerde PP333 ile koklenme oraninda oOnemli bir degisiklik
kaydedilmemistir. Calismada paclobutrazol iceren ortamlarda koklenmis siirgiinlerin
cogunlugunun kontrol uygulamasinda oldugu gibi yiiksek oranda dis kosullara alistig
(%80) saptanmusgtir.
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Kunneman ve Albers (1992) calismalarinda Malus genotiplerinin in vitro kosullarda
koklendirilmis mikro ¢eliklerinin kdklenmesi ve dis kosullara aligmasi iizerine ¢ogaltma
ortaminda kullanilan makro element ve sakaroz diizeyleri ile koklenme ortamlarinin
etkilerini aragtirmiglardir. Arastiricilar slirgin ¢ogaltma asamasinda MS ya da LEP
besin ortamlarinin makro elementlerini, MS ortaminin mikro elementlerini esas almiglar
ve bu ortamlara 100 mg/L myoinositol, 0.5 mg/L nicotinic acid, 1.0 mg/L thiamine-
HCI, 0.5 mg/L pyridoxine-HC1 ilave etmislerdir. Calismada siirgiin ¢ogaltma
asamasinda Elstar elma ¢esidi ve M 26 elma anacinda besin ortamina 20, 25 veya 30
g/L. sakaroz ilave edilmistir. Koklendirme asamasinda LEP besin ortaminin
kuvvetinde makro elementlerini, 1/1 kuvvetinde mikro elementlerini ve ¢ogaltma
ortaminin vitaminlerini esas almiglar, ortama 0.2 mg/L IBA ve 30 g/L sakaroz
katmiglardir. R1 koklendirme ortamina ayrica 100 mg/L proline ve 1 mg/L riboflavin
ilave edilirken, R2 ortamina proline ve riboflavin katilmamistir. Golden Delicious ¢esidi
ise siirglin cogaltma asamasinda sadece MS ortaminda kiiltiire alinmis ve bu ortama 20,
25, 30, 35 ve 40 g/L sakaroz ilave edilmistir. Bu cesitte koklendirme R1 ortaminda
gerceklestirilmistir. Koklendirme denemelerinde mikro celikler ilk hafta tamamen
karanlikta birakilmis ve daha sonra 20°C’de 16 saat aydinlik kosullarda (70 pmol-m'z-s'
1) inkiibe edilmistir. Koklenen mikro celikler fog sistemine sahip serada %95 nem
kosullarinda tutulmustur. Calismada Elstar ve M 26 genotiplerinde en yiiksek koklenme
oranlari, ¢ogaltma ortaminda 30 g/L sakaroz iceren MS ortamindan gelen mikro
celiklerde kaydedilmistir. Bu ortam {izerinde koklenme Elstar ¢esidinde %96.1 ve M26
anacinda %93.3 olmustur. Koklenme orani iizerine R1 ve R2 kdklendirme ortamlarinin
etkisi 6nemli olmamistir. Kok sayist MS ¢ogaltma ortamindan gelen mikro ¢eliklerde,
R1 koklendirme ortaminda daha yiiksek olarak belirlenmistir. Kok sayist M26 anacinda
8.97 adet ve Elstar cesidinde 8.78 adet olmustur. Kok sayisi iizerine ¢ogaltma
ortamindaki sakaroz dozunun etkisi olmamistir. Dis kosullara alistirma asamasinda da
cogaltma ortamia 30 g/L sakaroz ilavesi en iyl sonucu vermis ve Elstar ¢esidinde
bitkilerin %79’u ve M 26 anacinda %84’ canli kalmistir. Golden Delicious ¢esidinde
mikro celiklerin koklenme orani {izerine ¢ogaltma ortaminda kullanilan sakaroz dozu
etkili olmamis ise de dis kosullara alistirmada onemli diizeyde etkili olmustur. En 1yi
sonu¢ 35 g/LL sakarozdan elde edilmis ve koklii siirgiinlerin ~%95’1 dis kosullara

alismustir.
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Van Telgen vd. (1992), otsu bir saks1 bitkisi olan kalatya bitkisinin (Calathea ornata)
ve elma genotiplerinin (Malus) in vitro ¢ogalma ve koklenme kosullarinin ve rejenere
olan ana ve yan koklerin sayisinin, topraga dikimden sonra bitkilerin yagama orani ve
performansi tizerine etkilerini aragtirmiglardir. Kalatya bitkisinde siirglin ¢ogaltimi, 1
mg/L BA ilave edilmis %2 kuvvetindeki LS besin ortami (Linsmaier ve Skoog 1965)
tizerinde gerceklestirilmistir. Kiiltiirler 25°C’de 12 saat aydinlik kosullarda (70 umol-m”
2.5Y) inkiibe edilmistir. Elma genotipleri (Elstar, M9-COST ve M26) ise MS ya da LEP
besin ortamlarinin makro elementlerini, MS ortaminin mikro elementlerini i¢eren besin
ortami iizerinde ¢ogaltilmistir. Bu ortama 0.5 mg/L nicotinic acid, 1.0 mg/L thiamine-
HCI, 0.5 mg/L pyridoxine-HCI ve 100 mg/L myo-inositol, 1.0 mg/L BA, 0.1 mg/L IBA,
20, 25 veya 30 g/L dozlarinda sakaroz katilmistir. Koklendirme ortami 0.2 mg/L IBA
ilave edilmis olan makro ve mikro elementleri %2 kuvvetindeki LEP besin ortamidir. Bu
ortamda vitaminler ve sakaroz (30 g/L), c¢ogaltma ortamindaki gibi kullanilmistir.
Koklendirme ortamina ayrica 100 mg/L proline ve 1 mg/L riboflavin ilave edilmis ya da
edilmemistir. Malus genotipleri koklendirme ortamina dikildikten sonra 20°C’de ilk 7
giin karanlikta ve daha sonra 16 saat aydinlik kosullarda (70 pmol-m‘z's‘l) inkiibe
edilmistir. D1s kosullara alistirmak i¢in kalatya bitkileri ticari saksi topragina, Malus
bitkileri ise torf:perlit karisimina dikilmis, serada fog sistemi bulunan seffaf plastik
tiinelde minimum 18°C, maksimum 35°C’de %96-100 nem kosullarinda tutulmustur.
Prolin ve riboflavin iceren besin ortami icerisinde koklendirilmis MO siirgiinleri tiinelde
800 mL/m*® konsantrasyonda CO, bulunan atmosferde dig kosullara aligtirilmustir.
Calismada kalatya siirgiinlerinde koklenme kolay ve yliksek oranlarda gergeklesmistir.
Stirglinler BA (1.0 mg/L), IBA (0.5 veya 1.0 mg/L) ya da TAA (0.5 veya 1.0 mg/L)
ilave edilmis koklendirme ortamlarinda %75-100 oranlarinda koklenmistir. BA igeren
ortamda koklenen siirgiinlerde yan kokler meydana gelmedigi i¢in dis kosullara
alistirma basarili olmamistir. Diger uygulamalarda koklendirilen bitkilerde yan kok
sayist 7-11 adet arasinda degismis ve dis kosullara basariyla alismistir. Malus
genotiplerinde koklenme LEP ortamina gére MS ortami {izerinde ve 30 g/L sakarozda
yiiksek oranlarda gergeklesmistir. Bu ortamda koklendirilen mikro siirglinlerin dis
kosullara alismasi da daha yiiksek oranlarda olmustur. Bu ortamda Elstar elma
cesidinde koklenme orami %92.8 ve sonrasinda dis kosullarda canlilik orant %75.2

olarak kaydedilmistir. M26 elma anacinda bu degerler %92.9 ve %83.4’diir.
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Aragtiricilar topraga dikimden sonra bitkilerin canli kalma oranlari ve performanslarinin
koklendirme ortaminda meydana gelen kok sayisina bagli oldugunu bildirmislerdir.
Koklenmis ve koklenmemis stirglinlerin dis kosullarda yasama orani ve bitki boyu CO,

uygulamasiyla artirilmistir.

Isutsa vd. (1994), Berkeley (Vaccinium corymbosum L.) ve Northsky (V. angustifolium
xcorymbosum) mavi yemis ¢esitlerinin ex vitro kosullarda koklendirilmesi ve kontrollii
olarak dis kosullara alistirilmasi yoluyla hizli ¢ogaltimi konusunda bir c¢alisma
yapmiglardir. Bu ¢alismada mikro ¢elikleri 4 torf:1 perlit (v/v) karisimina dikmisler ve
3.6%2.4x0.56 m boyutlarinda bir fog odasinda %94-%100 nem kosullarinda 7 hafta
siireyle inkiibe etmislerdir. Mikro ¢eliklerde ilk kok baslangiclar: 7 giinde ve tipik kok
olusumlar1 14 gilin sonra meydana gelmistir. Koklenme oranlar1 6zellikle 100 pmol-m
2.5 151k yogunlugunda %100°¢ yakin diizeylerde gerceklesmistir. Yedi hafta sonra
bitkiler serada seffaf polietilen ortii ile 3.5x1.0x0.75 m boyutlarinda olusturulmus fog
tiinelde 2 hafta ve daha sonra serada 7 haftadan uzun bir siire tutulmustur. Calismada
fog odasinda 450 ve 1200 ppm seviyelerinde CO; uygulamasi ve 18 saat siireyle 30+£5,
50+10 veya 100+20 pmol-m™-s™ fotosentetik 151k yogunluklari denenmistir. Bitkicikler
100£20 ],Lmol-m'z-s'l 151k yogunlugunda hizla biyliylip gelisirken daha disiik 151k
yogunluklarinda biiyiime ve gelisme yavaslamis, 50+10 ],Lmol-m'z-s'1 151k yogunlugunda
CO; uygulamasi biiyiime ve gelismeyi iyilestirmistir. Bununla birlikte arastiricilar mavi
yemis mikro ¢eliklerinin baslangigta 200 umol-m'z-s'l’nin tizerindeki 151k yogunluklarimi
tolere edemedigini bildirmisler ve 100 ;,Lmol-m'z-s'1 151k yogunlugunu onermislerdir. Fog
tiinele tasindiginda bitkilerde biiylime ve gelisme yavaslamis ancak, yiliksek 1s1k
yogunlugundaki fog odasindan gelen bitkilerde kok sistemleri, diisiik 151k
yogunluklarinda tutulmus bitkilere gore 16. haftanin sonunda 15-30 kat daha biiyiik
olmustur. Bitkiler diisiik 151k yogunlugunda kii¢iik kalsalar dahi yasama oranlar1 %97-
%100 arasinda belirlenmistir. Yiiksek 151k yogunlugunda (100 pmol'm?s™) gelisen
bitkiler serada 6 haftada 30-60 cm boya ulasmis ve bahgeye dikilebilecek diizeye

gelmistir.

Dimassi-Theriou (1995), GF-677 anacinin (P. amygdalus x P. persica) mikro geliklerin

in vitro koklenmesi {izerine besin ortaminin mineral madde konsantrasyonu ve kiiltiir
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tiiplerinin kapatildigi materyal tipinin etkilerini arastirdig1 ¢calismasinda birbiri ardina iki
deneme yapmistir. Ilk denemede MS (Murashige ve Skoog 1962) ve WPM (Lloyd ve
McCown 1980) besin ortamlarinin makro elementlerini x0.5, x1 ve x2 kuvvetlerinde ele
almistir. Besin ortamlarina 1 mg/L IBA ve 30 g/L sakaroz ilave etmis, 6 g/L agar ile
besin ortamlarini katilagtirmistir. Kiiltiir kaplarini CO; ve etilen birikimini azaltmak i¢in
aliiminyum folyo ile kapatmistir. ilk denemeden elde ettigi sonuglara gore 2. denemede
besin ortami olarak makro elementleri x1 ve x2 kuvvetinde olan WPM ortamin1 esas
almis ve tiipleri parafilm veya kauguk ile kapatmistir. Kiiltlirler, 22+1°C ve 16 saat
aydinlik (45 pmol'm™s™) kosullarda 4 hafta inkiibe edilmistir. Cahismada GF-677
anacinda koklenmenin besin ortamlarinin makro elementlerinin konsantrasyonuna bagh
oldugu, makro element diizeyi normale gore iki kat artirllmis WPM ortam1 ve yariya
indirilmis MS ortam1 lizerinde koklenme oranlarmin yiliksek oldugu (~%90), kok
sayisini ve uzunlugunu artirdig i¢in genel olarak WPM ortaminin kdklenme {izerine
MS ortamindan daha etkili oldugu belirtilmistir. Tiiplerin kapatildigi materyalin
koklenmeyi etkiledigi, kauguk kaplamanin kdklenme yiizdesi, sayisi ve taze kok agirligi
acisindan parafilmden daha istiin oldugu, ancak ortalama kok uzunlugunun parafilmde

daha yiiksek bulundugu bildirilmistir.

Bolar vd. (1998), elma mikro siirglinlerinin in vitro koklendirilmesi ve bitkilerin dig
kosullara alistirilmast i¢in etkili bir yontem iizerinde g¢alismislardir. Arastiricilar
koklendirme ortami olarak 1 mg/L thiamine-HCI, 100 mg/L myo-insitol, 3 mg/L IBA
ve 20 g/L sakaroz ilave edilmis ve 7 g/L agar ile katilagtirilmis olan mineral maddeleri
1/2 kuvvetindeki MS ortamini kullanmislardir. Mikro siirglinler bu ortama dikildikten
sonra 25+2°C sicakliktaki iklim dolabinda 1 hafta siireyle karanlikta tutulmus ve daha
sonra IBA igermeyen koklendirme ortamina taginarak 16 saat aydinlik kosularda (50-60
pmol-m'z's'l) 2-3 hafta inkiibe edilmistir. Kokler ~10-15 mm uzunlugu ulastiginda
bitkiler in vitro kosullardan ¢ikartilmig ve Jiffy-7 tabletlere dikilmistir. Dikimden 6nce
10 g biyolojik bitki koruyucu (Trichoderma harzianum Rifai strain KRL-AG2, T-22G
graniilit) ve 10 g 15 N-30 P-15 K giibresi bir litre su igerisinde karistirilmis ve Jiffy-7
tabletler bu karisimla islatilmistir. Bitkilerin dikili oldugu Jify-7 tabletler seffaf plastik
nem kubbesi (humidity dome) altina yerlestirilmis ve iklim dolabinda 16 saat aydinlik

kosullarda 2-3 hafta inkiibe edilmistir. Daha sonra Jiffy-7 tabletler torf:perlit:vermikulit
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(4:1:1) doldurulmus plastik saksilara taginmustir. Saksilarin iizerine seffaf plastik torba
gecirilmis ve %70-80 nem iceren 22+2°C’deki iklim dolabinda 16 saat aydinlik
kosullara alinmistir. Ug giin sonra ya da yeni yaprak gelisimleri baslayinca plastik
torbanin kosesi 1 cm kesilmis, 4 giin sonra da tamamen kaldirilmistir. Haftalik
araliklarla gilibreli su ile sulanan bitkiler sera kosullarina tasinincaya kadar iklim
dolabinda tutulmustur. Arastiricilar biyolojik bitki koruyucu ve giibre karigimi ile
islatilmis  Jiffy-7  tabletlerin  bitkilerin  canliligini  6nemli  diizeyde artirdigin
bildirmislerdir. Bu teknik ile in vitro siirgiinlerin %70-100’1 sera kosullarinda giiglii

gelisen saglikli bitkilere doniismiistiir.

Kooi vd. (1999), sentang agaci1 (Azadirachta excelsa L.) mikro siirgiinlerinin in vitro
koklenmesi ve dis kosullara alistirilmasi amaciyla 6 farkli deneme kurmuslardir.
Calismada eksplant olarak 15-25 cm uzunlukta, 5-7 yaprakli in vitro siirgiinler
kullanilmistir. 1. denemede 1/1 ya da % kuvvetindeki MS besin ortamina 0, 2, 4, 6, 8
veya 10 mg/L NAA ilave edilmistir. 2. denemede IBA (0, 0.5, 1.0 veya 1.5 mg/L) +
NAA (0, 0.5, 1.0 mg/L) kombinasyonlar1 2 kuvvetindeki MS besin ortamina katilmistir.
3. denemede 2 kuvvetindeki MS ortamina 0.5 mg/L NAA+1.0 mg/L IBA
kombinasyonu eklenmis ve denemede s1vi ortam, katilastirici tipi, sakaroz dozu, PG ve
aktif komiiriin etkileri aragtirilmistir. 3. denemedeki besin ortamlar1 L (15 g/L sakaroz
iceren s1vi besin ortami), G (5 g/L sakaroz iceren 2 g/L gelrite ile katilastirilmis ortam),
P (15 g¢/L sakaroz ve 162 mg/L PG ilave edilmis ve 7 g/L Difco-bacto agar ile
katilagtirilmis ortam), C (15 g/L sakaroz, 2.5 g/L aktif komiir ilave edilmis ve 7 g/L
Difco-bacto agar ile katilastirilmig ortam), S (30 g/L sakaroz igeren ve 7 g/L Difco-
bacto agar ile katilagtirilmis ortam) ortamlari olarak kodlanmigtir. 4. denemede kiiltiir
paketinin koklenme tizerine etkileri arastirilmistir. Bu paket, dis boyutu 7.5x7.5x10.5
cm paslanmaz cergeve olan 25 uM kalinhigindaki fluorocarbon polimer filmden
yapilmigtir. Kiiltlir paketine once kuru sterilizatorde 150°C’de 1 saat siireyle sterilize
edilmis 16’lik birlesik blok halinde cam yiinii yerlestirilmis ve paket 121°C 'de 35
dakika otoklavlanmistir. Steril kiiltiir paketine 100 ml steril sivi besin ortam1 (0.5 mg/L
NAA+1.0 mg/L IBA, 2.5 g/L aktif komiir bulunan ya da bulunmayan, 15 g/L sakaroz
ilave edilmis "2 kuvvetindeki MS besin ortami) uygulanmis ve her bir cam yliinii

bloguna 1 mm ¢ap, 10 mm derinlikte olacak sekilde 16 delik agilarak siirgiinler
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dikilmistir. Arastirmada 1.-4. denemelerde kiiltiirler 25+£2°C’de 24 saat aydinlik
kosullarda (32 pE-m?s™) inkiibe edilmistir. 5. denemede siirgiinler 2500 ppm IBA
sollisyonuna (%55 etil alkol i¢inde) daldirilmis, su ile doygun duruma getirilmis Jiffy
sisen tabletlere dikilmis ve golgeleme ile 15181 gecirme orani en az %60 oraninda
engellenmis olan, mist sistemi 10 dakikada 6 saniye siireyle ¢alisan kosullarda 4 hafta
boyunca tutulmustur. 6. denemede bitkiciklerin dis kosullara alistirilmasi igin 1., 2., 3.
ve 4. denemelerden elde edilmis in vitro bitkicikler mantar enfeksiyonlarina karsi
%0.1°1ik Benlate soliisyonuna 1 dakika siireyle daldirilmis, daha sonra dikkatlice Jiffy
tabletlere dikilmis ve 5. denemede belirtilen kosullarda mist sistemi altinda 5-7 giin
sireyle tutulduktan sonra diger 7 giin i¢in %50 oraninda golgelenen kosullara
tasinmistir. Caligmada, 1. denemede en yiiksek koklenme orani (%35) 4 mg/L NAA
ilave edilmis 1/1 kuvvetindeki MS ortaminda belirlenmistir. Yar1 kuvvetteki MS
ortaminda koklenme meydana gelmemistir. 2. denemede en iyi sonug % kuvvetindeki
MS ortaminda 0.5 mg/L NAA+1.0 mg/L IBA kombinasyonundan elde edilmistir. Bu
uygulamada koklenme orant %55.5 olmus, kok uzunlugu ve sayisi artmistir. 3.
denemede en yiiksek koklenme oran1 %68.4 ile C ortaminda (0.5 mg/L NAA+1.0 mg/L
IBA, 2.5 g/L aktif komiir, 15 g/L sakaroz ilave edilmis 7 g/L agar ile katilastirilmis 72
kuvvetindeki MS) belirlenmistir. 4. denemede kdklenme orani kiiltiir paketinde aktif
komiir bulunan sivi ortam kullanildiginda %75’e ve aktif komiirsiiz sivi ortam
kullanildiginda %100’e ulasmistir. Kokler kiiltiir paketi denemesinde giiglii ve saglikli
gelismis, ikincil ve tgiinciil kokler meydana gelmistir. 5. denemede kdklenme meydana
gelmemistir. 6. denemede in vitro bitkicikler 4 haftada dis kosullara alismis ve bu
bitkilerin %80°1 bah¢e kosullarina adapte olmustur. Sonug olarak, bu ¢alismada mikro
stirginler 0.5 mg/L NAA+1.0 mg/L IBA ilave edilmis % kuvvetindeki MS ortami
kullanilan kiiltiir paketi yonteminde basariyla koklenmistir. In vitro bitkiler 10 dakika
araliklarla 6 saniye su piiskiirten mist sistemi altinda 5-7 giin ve sonraki 7 giin %50

golge kosullarda tutuldugunda basariyla dis kosullara aligmistir.

Goncalves vd. (1999) ¢alismalarinda mikro ¢ogaltim yontemiyle elde edilmis kestane
bitkilerinin (Castanea sativa x C. crenata) dis kosullara alistirma siirecinde yasama
orani ve gelisimi lizerine koklendirme kosullarinin etkilerini arastirmiglardir. Calismada

slirglin ¢ogaltma asamasindan gelen mikro siirglinler koklendirme denemelerinden 6nce
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makro element diizeyi /2 kuvvetinde olan MS ortaminda 4 hafta kiiltiire alinmistir. Bu
asamada ve koklendirme denemelerinde kiiltiirler 25°C giindiiz ve 20°C gece sicakliklari
ile 16 saat aydinlik kosullarda (45+5 pmol'ms™) inkiibe edilmistir. Koklendirme icin
temel besin ortami olarak 1 mg/L diizeyinde thiamine, pyridoxine, pantothenic acid,
ascorbic acid, nicotinic acid ve 100 mg/L inositol ilave edilmis, nitratlar disindaki
makro elementleri Y4, nitratlart ise Y4 kuvvetinde olan MS besin ortami kullanilmistir.
Bu ortama sakaroz 30 g/L ve agar 7 g/L katilmistir. Kok uyarimi i¢in temel besin
ortammma 3 mg/L IBA ilave edilmis ve mikro siirglinler bu ortam iizerinde 5 giin
tutulmustur. Mikro siirgiinlerde kok gelisimi ise in vitro ya da ex vitro kosullarda
saglanmistir. In vitro kosullarda kok gelisimi icin kék uyarma ortamindan gelen mikro
sirglinler oksin bulunmayan, 6 g/L aktif komiir katilmis temel besin ortamina
tasinmistir. Ex vitro koklenme denemesinde ise mikro celikler %70 diizeyinde
nemlendirilmis 10 litre steril torf:perlit (1:2) (v/v) karigiminin bulundugu 60x40x20 cm
boyutlarinda strafor kutulara dikilmistir. Kutularin tizeri seffaf akrilik plastik ortii ile
kapatilmis ve yukarida tanimlanan kiiltiir kosullarinda 4 hafta siireyle tutulmustur.
Mikro siirgiinlere her giin su piiskiirtiilmiistiir. In vitro ve ex vitro kosullarda
koklendirilmis mikro siirginler torf:perlit (1:2) (v/v) karistminin bulundugu plastik
saksilara dikilmis, 25+2°C sicaklik ve 16 saat aydinlik (25010 pmol'm?s™), nemi
ultrasonik fog sistemi ile saglanan kontrollii kabinlere taginmistir. Kabinlerin nispi nem
diizeyi 4 haftada tedrici olarak %95’den oda kosullarina distiriilmistiir. Calismanin
sonunda koklendirme kosullarinin bitkilerin dis kosullara alistirilmasinda 6nemli bir
faktor oldugu, ex vitro kosullarda koklendirilen mikro siirgiinlerin dis kosullara
alistirma  slirecinin  sonunda yasama oranmnin %100, in vitro kosullarda
koklendirilenlerin ise %50 oldugu bildirilmistir. Ex vitro kosullarda koéklendirilen
bitkiler dis kosullara alistirma asamasinin sonunda daha iyi gelisme gostermis, yaprak
kuru agirligr 634.8 mg ve kok kuru agirhigr 127.2 mg olarak kaydedilmistir. Bu degerler
in vitro kosullarda koklendirilmis mikro siirglinlerde sirasiyla 225.3 mg ve 45.6 mg
olmustur. Arastiricilar mikro siirgiinlerin strafor kutularda ex vitro kosullarda
koklendirilmesi ile kestanede mikro c¢ogaltim maliyetinin azaltilacagini One

siirmiislerdir.
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Roussos ve Pontikis (2002), Koroneiki zeytin ¢esidinin (Olea europaea L.) mikro
¢ogaltiminda mikro siirgiinlerin koklendirilmesinde 20 g/L. sakaroz ilave edilmis WPM
temel besin ortamini kullanmislardir. Bu ¢esitte 100 mg/L IBA veya NAA’in tek basina
ya da kombinasyon halinde temel besin ortamina katilmasinin veya eksplantlarin dip
kisminin oksin soliisyonlarina kisa siire daldirilmasinin  kdklenmeyi uyarmadigi
belirtilerek iki asamali bir koklenme denemesi uygulanmstir. Ik asamada siirgiinlerin
dip kisimlarina uzunlamasina iki adet kisa kesim yapilmis ve 1 mL s1v1 ortam igerisinde
1 hafta karanlikta inkiibe edilmistir. S1v1 ortama, IBA ya da NAA (1, 2 veya 4 mg/L) tek
olarak veya IBA+NAA kombinasyonlar1 halinde (1+1, 2+2 veya 4+4 mg/L) katilmistir.
Ikinci asamada mikro siirgiinler sivi ortamdan alinarak biiyiime diizenleyici madde
icermeyen katilastirilmis temel besin ortamina tasinmis ve ylizeyi kiicliik bir perlit
tabakasiyla kaplanmistir. Kiiltirler 5 hafta 16 saat aydinlik kosullarda tutulmustur.
Koklendirme ¢alismalarinda ayrica Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi bakterisinin
neden oldugu zeytin dal kanseri diigiimlerinin ham o6ziitii filtreden gecirilmis ve 50
mg/L konsantrasyonunda oksin ile birlikte besin ortamina ilave edilmistir. Bunun
disinda mikro stirgiinlerin dip kismi 5 saniye siireyle dogrudan Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi bakteri siispansiyonuna daldirilmis ve daha sonra oksin igeren ya da
icermeyen sivi ortamda 1 hafta karanlikta ve daha sonra 5 hafta katilagtirilmis temel
besin ortaminda tutulmustur. D1s kosullara alistirma ¢alismalarinda ise koklenmis mikro
stirglinler steril torf+perlit (2:1) karisimimin dolduruldugu saksilara dikilmis ve 1 ay
boyunca sera kosullarinda mist sistemi altina alinarak aklimatizasyon igin 1s1k
yogunlugu azaltilmistir. Calismada oksin uygulamalarinda en yiiksek koklenme oram
%76 ie 1 mg/L IBA+1 mg/L NAA kombinasyonundan elde edilmistir. Bu
kombinasyonun 50 mg/L o6ziit ile birlikte uygulanmas: ile koklenme orant %87’ye
ulagsmigtir. Eksplantlarin Pseudomonas bakterisi ile yapay enfeksiyonu ise oksinlerin
varliginda bile kok olusumunu engellemistir. Calismada koklenmis stirglinler mist
sitemi altinda basariyla dis kosullara alismis ve yasama oranlart %76 olarak

bildirilmistir.

Mencuccini (2003) ¢alismasinda zeytin (O. europaea L.) gesitlerinin in vitro koklenme
kapasitesi ve mevsimlere gore koklenme durumu iizerine karartma uygulamalarinin

etkisini arastirmistir. Frantoio, Dolce Agogia ve Moraiolo c¢esitlerinde yiiriitiilen
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denemelerde koklendirme ortami olarak 5 uM (1 mg/L) NAA ilave edilmis MS besin
ortami1 kullanilmistir. Karartma amaciyla besin ortamina 0, 10, 100 veya 200 mg/L
parlak siyah gida boyasi (Sigma) katilmistir. Siyah boya ile besin ortaminin karartilmasi
uygulamalarinin karsilastirmasi i¢in kiiltiir kaplarinin disinin siyaha boyandigi ve besin
ortaminin ylizeyinin steril siyah polikarbonat graniillerle kaplandig1 kontrol uygulamasi
da ¢aligmada yer almistir. Calismada zeytin gesitlerinin mikro siirglinleri Ocak, Mayis
ve Eylil periyodunda koklendirilmistir. Ocak periyodunda karanlik uygulamasi
yapilmayan 0 mg/L boya uygulamasinda gesitlerin ortalamasi olarak koklenme orani
%20 olurken bu oran 10, 100, 200 mg/L. boya uygulamalar1 ve kontrolde sirasiyla
%30.7, %88, %86.7 ve %81.3 olarak belirlenmistir. Kok sayist 0, 10, 100, 200 mg/L
boya ve kontrol uygulamalarinda 0.9, 1.5, 4.4, 4.9 ve 4.5 adet, kdk uzunlugu 1.5, 1.5,
3.8, 32 ve 29 mm olarak kaydedilmistir. Ocak periyodu degerleri karanlik
uygulamalari ile 6nemli diizeyde yiikselmistir. Bu etki hafif de olsa Mayis ve Eyliil’de
de gozlenmistir. Koklendirme periyodu ve gesitlerden bagimsiz olarak ¢alismada 100 ve

200 mg/L boya ile karartma uygulamasi ile koklenme oranlar1 %100°e ulagmustir.

Grigoriadou vd. (2003), Chondrolia Chalkidikis Yunan zeytin ¢esidinde (O. europaea
sativa L.) mikro siirgiinlerin in vitro ve ex vitro koklenmesi {izerine besin ortaminin
etkilerini arastirmislardir. in vitro kéklenme denmesinde mikro siirgiinler 0-12 uM (0-2
mg/L) IBA veya NAA ya da bunlarin kombinasyonlarinin ilave edildigi WPM ortamina
dikilmistir. Ayrica uygun oksin uygulamalarinda besin ortamima katilan 30 pM
putrescine ve 1 mM fosforik asidin kdklenme iizerine etkileri de belirlenmistir. in vitro
kosullarda koklendirilen mikro siirgiinler torf: perlit (4:1) (v:v) karisimina dikilmis, fog
sistemi bulunan %90 nispi neme sahip sera kosullarinda %50 golgeleme altinda 10 giin
tutulmustur. Sonraki 10 giin boyunca sera nemi giinde %35 oraninda azalmis, 151k
seviyesi kademeli olarak artirilmistir. Ex vitro koklendirme denemesinde ise mikro
slirglinlerin dip kisimlar1 5 saniye siireyle 2 g/L IBA soliisyonuna daldirilms, torf:perlit
(1:1) (v:v) karisimma dikilmis ve %90 nisbi neme sahip sera kosullarina taginmstir. In
vitro koklendirme denemelerinde 30 giinliik siirenin sonunda 12 uM IBA+3 uM NAA
uygulamasinda mikro siirgiinlerin %70°1 kok olusturmustur. Siirgiin basina ortalama
kok sayis1 2.3 adet ve kok uzunlugu 2.3 cm olmustur. Bu ortama 30 uM putrescine
ilavesiyle koklenme orani %93 olarak kaydedilmistir. 12 uM IBA+3 uM NAA+1 mM
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fosforik asit ve 12 uM IBA+3 uM NAA+1 mM fosforik asit+30 pM putrescine
uygulamalarinda ise koklenme oran1 %85 olmustur. iki aylik dis kosullara alistirma
siirecinde in vitro kosullarda koklendirilmis bitkilerin %90°1 dis kosullara alismistir. Ex

vitro koklendirme denemelerinde mikro siirgiinlerde koklenme meydana gelmemistir.

Custodio vd. (2004) caligmalarinda keciboynuzu (Ceratonia siliqua L.) mikro
celiklerinin in vitro koklenmesi ve aklimatizasyonu iizerine koklenme ortamina ilave
edilen sekerlerin etkisini arastirmislardir. Yar1 kuvvetli MS temel besin ortamina
sakaroz (58, 87, 116 veya 145 mM), glikoz (58, 116 veya 145 Mm), fruktoz (116 mM),
sorbitol (116 mM) ya da filtreden gegirilerek sterilize edilmis fruktoz (116 mM), ikili
kombinasyonlar halinde 58 mM glikoz+58 Mm fruktoz veya 58 Mm glikoz+58 Mm
manitol katilmistir. Mikro ¢elikler koklendirme ortamina dikilmeden 6nce dip kisimlari
4.9 mM (1000 ppm) IBA’ya 3 dakika siireyle daldirilmistir. Kiiltiirler 1 hafta karanlik
ve 3 hafta 16 saat aydinlik (60 pmol'm?s™) kosullarda tutulmustur. Dis kosullara
alistirma denemelerinde en az li¢ koke sahip bitkicikler dnce bir fungusit soliisyonuna
(Benomyl®, 1 gdm™) 1 dakika batirilmis ve daha sonra torf:vermikulit (3:1) (v/v)
karisimi bulunan saksilara dikilmistir. Saksilar, %90-95 nispi nem ve 25+2 °C sicakliga
sahip olan 16 saat foto periyodun (100 pmol'm?s™) uygulandig: iklim kabininde 4
hafta bekletilmistir. Sonraki 4 haftada ortam nemi kademeli olarak %65°e
disiiriilmiistiir. Daha sonra bitkiler sera kosullarina taginmistir. Sera kosullarinda iki
hafta araliklarla bitkiler 1/10 kuvvetindeki MS makro besin soliisyonu ile sulanmaistir.
Calismada en yliksek koklenme orant %90 ile 145 mM (50 g/L) sakaroz igeren
koklendirme ortaminda belirlenmistir. Bu ortamda kok sayisi 14 adet/siirgiin ve en uzun
kok uzunlugu 5.0 cm olarak kaydedilmistir. Koklenme siirecinde farkli seker
uygulamalar bitkilerin dis kosullara aligma ve gelisimini az etkilemistir. Koklenme
ortaminda glikoz konsantrasyonunun azalmasi bitkilerin aklimatizasyonu i¢in yararl
olmustur. Calismada, koklenme ortaminda 87 mM (30 g/L) sakaroz, 145 mM (26 g/L)
glikoz veya 58 mM (10.4 g/L) glikozt+fruktoz kullanilan uygulamalardan gelen
bitkilerin aklimatizasyon oranlar1 sirasiyla %63, %42 ve %50 olarak denemenin en
diisiik degerlerini olusturmustur. Diger tiim seker uygulamalarindan gelen bitkilerde dis

kosullara aligma oranlar1 %81-100 arasinda kaydedilmistir.
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Nas ve Read (2004), myo-inositol ve bakir siilfatin g¢esitli kombinasyonlarini igeren
NRM (Nas and Read Medium) besin ortamindan (Nas ve Read 2004) gelen mikro
stirglinlerin in vitro ve ex vitro koklenmesi ve koklenmis siirglinlerin dis kosullara
alistirilmas1  konusunda yaptiklart c¢alismayr 4 hibrit findik genotipi {izerinde
yiiriitmiislerdir. In vitro koklendirme denemelerinde mikro siirgiinlerin dip kisimlar
1000 ppm IBA soliisyonuna 5 veya 10 saniye siireyle daldirilmis ve biiyiime
diizenleyici madde icermeyen bakir siilfat ve myo-inositol diizeyi 0.025 mg/L+100
mg/L olan NRM ortamina dikilmistir. Uygulamadan 8-15 giin sonra koklenen mikro
celikler, steril olmayan suyla doygun hale getirilmis olan Jiffy tabletlere dikilmis ve
icerisinde az miktarda su bulunan plastik kaplara alinarak 22-26°C sicakliktaki, nem
diizeyi kontrolsiiz olan ve gdlgeleme ile 151k yogunlugu 125-145 pmol'm™?s™ olarak
ayarlanan 16 saat aydinlik kosullara sahip seraya tasmmistir. Kokler Jiffy tablelerin
disina ¢iktiginda ya da tabletlere dikimden 7 giin sonra bitkiler Jiffy tabletli olarak %60
torf ve %40 perlit karistminin bulundugu saksilara dikilmis ve bir hafta siireyle iizerleri
seffaf plastik ile kapatilmistir. Saksilarin tizerindeki golgeleme ve plastik ortii dérdiincii
haftada tamamen kaldirilmis ve bitkiler 300-420 pmol~m'2-s'1 151k yogunlugunda 15-16
saat aydmnlik standart sera kosullarinda gelistirilmistir. EX vitro denemelerde ise mikro
stirgiinlerin dip kismi 1000 ppm IBA soliisyonuna 10 saniye siireyle daldirilmis, torf
tiiplere dikilmis ve az miktarda su bulunan plastik kaplara alinarak 6zellikleri daha dnce
belirtilen sera kosullarina transfer edilmistir. Calismada IBA uygulamasindan 8.2-9.5
glin sonra siirgiinlerin %50’den fazlasi koklenmis, 15 giin sonra siirgiinlerde 12 adet kok
meydana gelmistir. NMR ortamimin bakir siilfat ve myo-inositol diizeyi 0.025
mg/L+100 mg/L olan C1M1, 1.28 mg/L+200 mg/L olan C2M2, 2.55 mg/L+400 mg/L
olan C3M3 ve 5.1 mg/L+800 mg/L olan C4M4 kombinasyonlarindan gelen siirgiinlerin
in vitro koklenme oranlari, aralarinda 6nemli bir farklilik bulunmadan sirasiyla %98,
%97, %95 ve %93 olmustur. IBA soliisyonuna 5 veya 10 saniye siireyle daldirma
isleminden sonra biiylimeyi diizenleyici madde icermeyen ortama dikilen siirgiinlerde
15 giin sonra in vitro kdklenme oranlar1 yine benzer degerlerde %97 ve %95 olarak
kaydedilmistir. Genotiplerde koklenme oranlari %88-98 arasinda degismistir. In vitro
kosullarda koklendirildikten 3 ay sonra bitkilerin dis kosullarda yasama oranlari
IBA’nin 5 saniye uygulamasinda %66 ve 10 saniye uygulamasinda %73 olmustur. Ex

vitro kosullarda 10 saniye IBA uygulanmis siirglinlerin koklenme ve dis kosullarda
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yasama orani %97 olarak belirlenmistir. Arastiricilar, in vitro koklendirme ile
karsilastirildiginda ex vitro koklendirme ve dis kosullara alistirmada daha yiliksek

canlilik oranlari elde edildigini ve daha az zaman harcandigini bildirmislerdir.

Vahdati vd. (2004) ceviz ¢esitlerinin  (Juglans regia) in vitro kosullarda
koklendirilmesinde iki fazli islem uygulamislardir. Kok olusumu fazinda mikro
siirginler in vitro kosullarda 15 uM (3.0 mg/L) IBA ilave edilmis MS ortaminda
karanlik kosullarda 7 giin siireyle inkiibe edilmistir. Bu fazda besin ortamina 10, 20, 30,
40 ya da 60 g/L dozlarda ilave edilen sakarozun, 1.8-2.5, 3-4.5 ve 5-6.5 cm mikro
stirglin uzunlugunun, 22°C ve 30°C inkiibasyon sicakliginin, 2, 4, 6, 8 veya 10 giinliikk
inkiibasyon siiresinin, alt kiiltiirlerde siirgiin ¢ogaltma asamasinda DKW besin
ortaminin NH4NOj3 konsantrasyonunun (0, 708, standart doz 1416 ya da 2932 mg/L)
kok olusumuna etkileri arastirilmigtir. Kok gelisimi fazinda mikro siirgiinler in vitro
kosullarda 2.4 g/LL Phytagel ve 30 g/L sakaroz igeren % kuvvetinde DKW besin ortami
ve vermikulit (1:1.25) (v/v) karisiminda 16 saat aydinlik kosullarda tutulmustur. Bu
ortamda 28 giiniin sonunda koklenen mikro siirgiinler 2.15 kg/m® oyster lime ilave
edilmis koknar agaci kabugu, torf ve volkanik kaya karigiminin (hacim olarak 3:1:1)
bulundugu saksilara dikilmis ve plastik ortii altinda nemlendirici ile saglanan yiiksek
nem kosullarindaki seraya tasinmistir. Saksilar 14-21 giinliik periyotda kademeli olarak
normal ortam nemine alhistinlmistir. Aklimatizasyon siirecinde ceviz bitkilerinin
gelisimi herhangi bir stresin etkisiyle kolayca durabilmekte ve sonrasinda bitkilerde
rozetlesme meydana gelebilmektedir. Bu nedenle tomurcuklarin uyanmasi ve govde
uzamasi i¢in 12.5 ml/L veya 25 ml/L Promalin (%1.8 GA4;7 ve %1.8 BA, w:w) ya da 25
mg/L GA; tepe tomurcugu ve yapraklara piiskiirtiilmiis ve 28 giin sonra yeni yaprak
sayist ve siirgiin gelisimi belirlenmistir. Calismanin sonunda siirgiin  boyutunun
koklenmeyi etkilemedigi fakat canliligi etkileyebilecegi, kok olusturma fazinda tam
NH;NO; konsantrasyonu (1416 mg/L) iceren DKW ortami iizerinde gelisen
stirgiinlerin, 40 g/L sakaroz ilave edilmis ortamin, 6-8 giin siireyle 22°C sicaklikta
inkiibasyonun kullaniminin uygun oldugu saptanmistir. Aklimatizasyonda 25 ml/L

Promalin uygulamasi apikal tomurcugun gelisimini ve uzamasini iyilestirmistir.
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Fotopoulos ve Sotiropoulos (2005) calismalarinda seftali x badem hibridi PR204/48
anacmin (P. persica X P. amygdalus) mikro siirgiinlerinin in vitro koklenmesi iizerine
mineral maddeleri 1/1 ve "2 kuvvetinde olan (demir disinda) MS ortaminin, IBA
dozlarinin ve karanlik uygulamasinin etkilerini arastirmistir. MS ortaminin mineral
madde konsantrasyonun etkisinin incelendigi denemede 0, 2.5, 5 ve 10 uM (0, 0.5, 1.0
ve 2 mg/L) IBA dozlar esas alinmistir. Karanlik uygulamasinin etkisinin arastirildigi
diger denemede tam kuvvetteki MS ortam1 ve 0, 1, 2.5, 5 ve 10 uM IBA dozlar
kullanilmis, kiiltiirler 12 giin siireyle karanlik kosullarda tutulmus ve 12 giin standart
kosullara (22+£1°C ve 16 aydinlik) transfer edilmistir. Calismada en yiiksek koklenme
orani (%100), 5 ve 10 uM IBA ilave edilmis tam kuvvetli MS ile 2.5, 5 ve 10 uM IBA
iceren Y2 MS ortaminda kaydedilmistir. MS ortaminin mineral madde konsantrasyonu
normal degerin yarisina diisiiriildiigiinde koklenme 6nemli diizeyde artmistir. 10 pM
IBA katilmis Y2 MS ortaminda kok sayist 14.5 adet, kok uzunlugu 9.2 mm, yas kok
agirhgr 2147 mg ve kuru kok agirligr 228 mg olmustur. Kiiltlirlerin 24 giin siireyle 16
saat aydinlik kosullarda tutulmasiyla en yiiksek koklenme orani (%90), 5 uM ve 10 uM
IBA uygulamalarinda belirlenmistir. Bu uygulamalarda kok sayisi sirasiyla 8.0 ve 15.2
adet/siirgiin, kok uzunlugu ise 14.5 mm ve 9.6 mm olmustur. Mikro ¢eliklerin 12 giin
karanlik kosullarda ve 12 giin 16 saat aydinlik kosullarda tutuldugu denemede ise en
yiiksek koklenme orani %90 ile 1 uM ve 2.5 uM IBA uygulamasinda saptanmistir. Bu
uygulamalarda kok sayis1 7.2 ve 10.1 adet/siirgiin, kok uzunlugu 12.6 mm ve 9.7 mm

olarak ol¢iilmiistiir.

Caboni ve Damiano (2005), zor koklenen Sorrento ceviz ¢esidinin (J. regia L.) mikro
celiklerinin in vitro koklenmesi lizerine temel besin ortami ve makro element
konsantrasyonu, oksin tipi ve dozu, karanlik uygulamasi, kok uyarimindan sonra
hormonsuz ortama tasima, koklenme ortaminda agarin bulunmasi, mikro celiklerin dip
kisimlarim1 Agrobacterium rhizogenes bakterisinin yabani tipi ile bulastirma faktorlerin
etkilerini aragtirmiglardir. Denemede temel besin ortami olanak MS ya da DKW
ortamlari, oksin olarak TAA (10 uM), IBA (10 ya da 20 uM), NAA (10 uM) kullanilmias,
IBA’nin uygulama siiresi (0, 12, 16 veya 20 giin), mikro ¢eliklerin oksin
uygulamasindan sonra biiyliime diizenleyici igermeyen bir besin ortamina transfer

edilmesi, mikro c¢eliklerin sivi ya da katilagtirilmis, 10 pM IBA katilmig, mineral
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maddeleri tam ya da 2 kuvvetindeki DKW ortami {izerinde 12 giin karanlikta tutulmasi
ve 10 giin sonra oksin igermeyen ortama transfer edilmesi, mikro celiklerin alt
kisimlarmin -~ A. rhizogenes (wild type 1855NCPPB) siispansiyonuna 24 saat
daldirilmasi, daha sonra 24 saat boyunca 10 uM TAA ya da IBA ilave edilmis katt DKW
ortammma ve ardindan cefotaxime igeren taze besin ortamina transferi ve 12 giin
karanlikta tutulup daha sonra aydinliga alinmasi islemlerinin etkileri arastirilmistir.
Calismada koklenme iizerine DKW ortami, MS ortamina goére daha etkili olmustur.
Ozellikle agar ile katilastirilmis Y5 kuvvetindeki DKW ortamu iizerinde en yiiksek
koklenme orant (%58) ve kok sayist (3.3 adet) belirlenmistir. Oksinler arasinda sadece
IBA koklenmede sonug vermis, NAA kallus olusumuna neden olmustur. A. rhizogenes
ile lokalize enfeksiyonda yiiksek koklenme orami (%60) elde edilmistir. Bakteri
uygulamasi sonrasinda olusmus koklerin ayni bitki {lizerindeki genetik yapisi normal
(transgenik olmayan), tamamen transgenik, kimerik ya da transgenik olarak

belirlenmistir.

Kolozsvari Nagy ve Sule (2006) ¢alismalarinda Pinova elma ¢esidinin (M. domestica)
in vitro koklenmesi tizerine IBA dozlarinin ve ortam tipinin etkilerini arastirmislardir.
Aragtiricilar mikro stirglinlere baslangicta 28°C’de karanlik kosullarda 4 gilinliik bir 6n
uygulama yapmislardir. On uygulamalarda kéklendirme ortami olarak 0, 1, 2 veya 3
mg/L IBA ve 20 g/L sakaroz ilave edilmis, makro ve mikro elementleri %4 kuvvetinde
olan MS ve Gamborg’s vitaminlerinden olusan siv1 ya da agar (7 g/L) ile katilagtirilmis
besin ortamimi kullanmislardir. On uygulamadan sonra mikro siirgiinler ayni igerikli
ancak oksin bulunmayan, agar ile katilastirilmis ya da vermikulit ile desteklenmis besin
ortamini kok uzatma ortami olarak esas almislardir. Vermikulit, s1vi ortam ile 1slatilmis
ya da 4 g/L dozda agar ile birlikte (4 ml ortam/5 ml vermikulit) kullanilmistir. Kiiltiirler
24°C’de 16 saat aydinlik kosullarda tutulmustur. Calismada en yiiksek koklenme orani
(%73), on uygulamas1 IBA icermeyen (0 mg/L IBA) sivi besin ortaminda yapilmis ve
daha sonra vermikulit ile desteklenmis silirglin uzatma ortamina tasinmis siirgiinlerde
belirlenmistir. On uygulamasi 1 mg/L IBA igeren siv1 ya da agar ile katilastirilmis besin
ortaminda yapildiktan sonra silirglin uzatma asamasinda agar ile katilagtirilmis ortama
alman siirglinlerde koklenme oran1 %66.7, vermikulit ile desteklenmis ortama

tasinanlarda %60 olarak kaydedilmistir. On uygulamada IBA dozunun yiikselmesi ile
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birlikte koklenme oranlar1 azalmistir. Vermikulit ile desteklenmis ortamlara dikilen
siirglinlerde kok sayis1 (2.4-4.7 adet), agar ile katilastirilmis ortamlara dikilenlerden
(1.4-2.2 adet) 6nemli diizeyde daha yiiksek olmustur. Bununla birlikte kok uzunluklar
agar ile katilastirllmis ortamlarda (12.9-29.3 mm), vermikulit ortamdan (6.2-8.8 mm)
daha fazla olmustur. Vermikulit ile desteklenmis ortamda ¢ok sayida kokiin dallandigi,
sert ve kahverengi bir goriiniim sergiledigi belirlenmistir. Arastiricilar hormonsuz bir 6n
uygulamay1 takiben vermikulit ile desteklenmis besin ortaminin elmanin koklenmesini

tesvik ettigi sonucuna varmislardir.

De Lima vd. (2006) calismalarinda siis bitkisi olarak kullanilmakta olan Anthurium
andraeanum tiirtine (antoryum, flamingo ¢igegi) dahil Eidibel ¢esidinin in vitro
kosullarda koklendirilmis bitkilerinin dis kosullara alistirillmasinda arbuscular
mycorrhizal funguslarinin (AMF) etkilerini arastirmiglardir. Denemede kokleri yaklasik
2.0 cm olan ii¢ yaprakl bitkiler secilmis ve dikim 200 mL plastik saksilara yapilmistir.
Bitki yetistirme ortami olarak 1:1 oraninda kum ve vermikulit karigim1 hazirlanmis ve
121°C’de 1 saat sterilizasyona tabi tutulmustur. Uygulamalar, MO = kontrol
(inokiilasyon yapilmamis), M1 = Gigaspora albida, Glomus etunicatum ve Acaulospora
longula karisimi ile inokiilasyon, M2 = G. albida, M3 = G. etunicatum, M4 = A.
longula ile inoklasyondur. Her bitki i¢in 300 spor kullanilmistir. M1 uygulamasinda her
fungus tiiriinden 100 spor alinmistir. Fosfor 0.31 mg/L olarak ortamda bulundugu icin
fosfor disginda tam Hoagland besin sollisyonu yetistirme ortamina uygulanmigtir.
Aklimatizasyonun 180. giiniinde bitkilerde yaprak sayisi, siirgiin ve kok yas ve taze
agirliklari, su kapsami ve fosfor konsantrasyonu belirlenmistir. Dikimden 60 giin sonra
bitkiler dis kosullara alismistir. AMF uygulamalar 6zellikle ¢coklu spor karisimlarinda
(M1) su ve fosfor alimini iyilestirmis, bitki biliylime ve gelisimini olumlu yodnde

etkilemistir.

Modgil vd. (2010), EMLAT111 elma anacinin mikro siirgiinlerinin in vitro koklenmesi
tizerine IBA ve NAA’nin, sivi ve katilastirllmis besin ortamlarinin, 151k ve karanlik
kosullarin ve PG uygulamasinin etkilerini arastirmiglardir. Calismada dort koklendirme
denemesi kurulmustur. 1. denemede mikro siirgiinler 0.3, 0.5, 0.7 veya 1.0 mg/L IBA ya
da 0.1, 0.25 veya 0.5 mg/L NAA ve %?2 sakaroz ilave edilmis 2 kuvvetindeki MS besin
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ortaminda koklendirilmis, bir veya iki asamali olarak yapilmistir. 2. denemede mikro
celikler 50-200 mg/L IBA soliisyonuna 30 dakika veya 3 saat daldirilmis ve daha sonra
temel besin ortamina tasinmustir. 3. denemede mikro ¢elikler 0.1-0.4 mg/L IBA ve 100
mg/L PG igeren veya icermeyen 2 MS besin ortamina dikilmis ve 1 hafta karanlik
kosullarda tutulmustur. Mikro ¢eliklerin yarist oksin icermeyen sivi ortama transfer
edilmistir. 4. denemede, bir 6nceki denemede oldugu gibi kiiltiire alinan mikro
siirgiinler 151k altinda inkiibe edilmistir. Koklenen mikro siirgiinlerin dis kosullara
alistirilmas1 sathasinda ortam olarak biyolojik bitki koruyucu Trichoderma viridae ile
1slatilmis kokopit-torf kullanilmistir. Alistirma, 20-22°C sicakliga sahip mist ve fan-ped
sistemi bulunan sera kosullarinda gergeklestirilmistir. Dis kosullara alisan bitkiler
toprak, kum ve ciftlik giibresi karisimi1 doldurulmus saksilara ya da dogrudan bahgeye
dikilmistir. Calismanin sonunda IBA ve NAA’nin kdklenme {izerine olumlu etki yaptigi
ve bir asamali yontemde en yiiksek koklenme oranlarinin 0.3 mg/L IBA (%75) ve 0.1
mg/L NAA (%71) uygulamalarindan elde edildigi belirtilmistir. Mikro ¢eliklerin IBA
sollisyonlarina (50-200 mg/L) daldirildig1 ve temel besin ortamina dikildigi denemede
en yiiksek koklenme oranlar1 %80.33 ile 70 mg/L IBA’ya 2 saat daldirma ve %79.37 ile
50 mg/L IBA’ya 3 saat daldirma uygulamalarinda kaydedilmistir. IBA ve PG ile
desteklenen ortamda koklenme diisiik oranlarda meydana gelmistir. Bu denemede PG
bulunmayan 0.1 mg/L IBA iceren ortamda %81.03 kdklenme belirlenmistir. PG’nin
olumlu etkisi 151k altindaki kiiltlirlerde gozlenmistir. D1s kosullara alistirmada uygun bir
protokol olarak koklendirme asamasinda IBA iceren sivi kiiltiirlerde kok uyariminin
gerceklestirilmesi ve sonrasinda IBA bulunmayan ortamda kok gelisiminin saglanmasi
onerilmistir. Dis kosullara aligtirilan bitkiler Mayis-Agustos aylar1 arasinda bahge
kosullarina transfer edildiginde yiiksek sicakliktan dolayr yasama oranlari diismiis ve
%50-55 olarak kaydedilmistir. Dis kosullara alismis 2 aylik bitkiler Mart-Nisan ayinda
ve daha biiyiik bitkiler Eyliil-Kasim aylar1 arasinda bahge kosullarina tasindiginda
yasama oranlart %95-100 olmustur. Ilkbaharda tasmanlarda gelisme saglikli olarak
devam ederken sonbaharda tasmanlarda diisiik sicakliklar ve dinlenme durumu

nedeniyle gelisme yavaslamistir.

Chaari Rkhis vd. (2011), Oueslati zeytin ¢esidinin (O. europaea L.) mikro ¢ogaltiminda

koklendirme asamasinda tepe tomurcugu bulunan ve bulunmayan mikro siirgiinleri ilk
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denemede 1 mg/L IBA, 1.0 mg/L thiamin, 30g/L mannitol igeren ve 8 g/L agar ile
katilastirilmis % kuvvetindeki MS besin ortamina dikmislerdir. Ikinci denemede ise
mikro siirgiinlerin dip kisimlarin1 aseptik kosullarda 4-5 saniye siireyle 2000 ppm IBA
soliisyonuna daldirdiktan sonra 1. denemede belirtilen 1 mg/L IBA, 1.0 mg/L thiamin,
30g/L mannitol iceren ve 8 g/L agar ile katilastirilmis 2 kuvvetindeki MS besin
ortamina dikmisglerdir. Her iki denemede de kiiltiirlerin alt kisimlar1 karanlik olusturmak
lizere aliiminyum folyo ile sarilmis ve 25+£1°C’de 16 saat aydinlik kosullarda 25
umol-m'z-s'1 kosullarda inkiibe edilmistir. Koklenen siirgiinler kompost, sfagnum
yosunu ve torf karigimi (1:1:1) (v:v:v) ile doldurulmus plastik saksilara dikilmistir.
Bitkiler %80 nem, 20-25°C sicaklik kosullarina sahip seraya tasinmis, dikimi takip eden
ilk hafta yiiksek nem kosulu saglamak {izere polietilen ile ortiilmiis ve serada haftada bir
kez 1/2 kuvvetinde MS mikro ve makro elementlerini i¢eren besin soliisyonu ile 10-20
mL olacak sekilde sulanmistir. Calismada en yiliksek kdklenme oranlart 2. denemeden
elde edilmistir. Dikimden 40 giin sonra tepe tomurcugu bulanan mikro siirgiinlerde
koklenme oran1 %90.9, tepe tomurcuksuz siirgiinlerde %81.8 olmustur. ilk denemede
ise bu oranlar sirasiyla %45.45 ve %50 olarak belirlenmistir. Seraya transfer edildikten

1 ay sonra bitkilerin %88’1 dis kosullara alismistir.

Kaina vd. (2011), siis elmast crabapple (Malus spp.) mikro siirgiinlerinin in vitro
koklenmesi lizerine 1/1 ya da 2 MS temel besin ortamina ilave edilen biiylimeyi
diizenleyici maddelerin etkilerini incelemislerdir. Bu kapsamda 1/1 MS, 1/1 MS+0.5
mg/L BA+0.1 mg/L NAA, 2 MS, /2 MS+0.2 mg/L BA, /2 MS+0.5 mg/L NAA veya 2
MS+0.5 mg/LL uygulamalar1 yapilmistir. Dis kosullara alistirma denemeleri igin
stirgiinler 5-6 cm ve kokler 3-5 cm uzunluga ulastiginda kiiltiirlerin kapag1 agilmais, 3
giin sonra yikanarak in vitro bitkiler steril vermikulit:torf:kum (1:1:1) veya
vermikulit:perlit (1:1) karistmi bulunan saksilara dikilmis, %80-85 nem, 25+2°C
sicaklik ve 1500-2000 lux 151k yogunluguna sahip mist sistemi bulunan seraya
tasinmigtir. Caligmada koklenme oranlart 1/1 MS+0.5 mg/L BA+0.1 mg/L NAA (%76)
ve %2 MS+0.5 mg/L NAA (%67) disindaki uygulamalarda %90-100 seviyelerinde
belirlenmistir. Bununla birlikte kalin ve uzun kokler ile kallussuz saglikli bir kok
sistemi olusturan 2 MS+0.2 mg/L BA uygulamasi siis elmasmin in vitro

koklendirilmesi i¢in uygun bulunmustur. Bu uygulamada %100 kdklenme orani, 14 adet
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kok/siirglin  ve 4.2 cm kok uzunlugu kaydedilmistir. Dis kosullara alistirma
denemesinde ise 20 giin sonra en iyi sonu¢ koklii siirgiinlerde %95 ve koksiiz
siirglinlerde %70 canlilik oranlart ile vermikulit:perlit karisimindan elde edilmistir.

Vermikulit:torf:kum karisiminda bu degerler sirasiyla %30 ve %10°dur.

Leva (2011), zeytinin (O. europaea L.) mikro g¢ogaltiminda iiretim maliyetini ve
zamanini azaltmak amaciyla mikro siirglinlerin ex vitro kdklenmesi konusunda yaptigi
calismay1 yedi zeytin ¢esidinde gergeklestirmistir. Explant olarak kullanilan ve siirgiin
ucu ile birlikte 3 bogumdan olusan mikro siirglinler, ex vitro koklendirme
denemelerinden dnce biiylimeyi diizenleyici madde igermeyen temel besin ortaminda 15
giin kiiltiire alinmis ve bdylece siirgiin ¢ogaltma asamasinda besin ortamina ilave edilen
zeatinin etkisinden arindirilmistir. Calismada Maurino ¢esidinde 5. (225 giin), 6. (267
giin) ve 7. (309 giin) alt kiiltiirlerden gelen mikro siirgiinlerin koklenme basaris1 da
incelenmistir. Ex vitro kdklendirme denemelerinde mikro siirglinlerin dip kismi 2.7 mM
(500 ppm) NAA soliisyonuna 5 dakika siireyle daldirilmistir. NAA, sterilize edilmemis
asidik su igerisinde ¢6ziinmiis ve pH’s1 6.5 olarak ayarlanmistir. NAA uygulamasindan
sonra mikro siirglinler Onceden 1slatilmis sterilize edilmemis coco pot saksilara
(Hindistan cevizi liflerinden yapilmis saksi) dikilmis ve catisi cam olan 1.0x1.0x0.3 m
boyutlarindaki kiigiik strafor kabin i¢ine alinmistir. Kabinin duvar kalinligi 6 cm olup
nemi korumak i¢in seffaf polietilen ile kaplanmistir. Deneme siirecinde gerekli oldugu
durumda haftada bir veya iki kez coco potlara su piiskiirtiillerek nem seviyesi %80-85
seviyelerinde korunmustur. Isiklanma siiresinin ex vitro koklenme {izerine etkisini
belirlemek tizere saksilar 16 saatlik (40 umol-m'z-s'l) veya siirekli aydinlik kosullarda
(80 pmol-m'z-s'l) 25-30°C sicakliklarda tutulmustur. Isik kaynagi olarak kullanilan
soguk beyaz floresan lambalar kabinin disina cam tavanin 50 cm yukarisina
yerlestirmistir. Koklenme gergeklestikten sonra cam kapak ¢ikartilmis ve strafor
kabinde potlar 1 ay siireyle bekletilmis ve daha sonra kiigiik saksilara aktarilarak sera
kosullarina tasmmustir. Calismada 16 saat aydinlik kosullarda mikro siirgiinlerde
dikkate deger koklenme saglanamamis ve sonraki ex vitro koklendirme denemelerinde
mikro siirgiinler siirekli aydinlik kosullarda tutulmustur. Bu kosullarda Maurino
cesidinde 5., 6. ve 7. alt kiiltiirlerden gelen mikro siirgiinlerde kdklenme orani sirasiyla

%30, %48 ve %64 olmustur. En iyi sonucu veren 7. alt kiiltiirden gelen mikro siirgiinler
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ile zeytin gesitlerinin ex vitro koklenme oranlari %28 (Correggiolo) ile %76 (S.
Francesco) arasinda degismistir. Koklenmis mikro ¢eliklerin %90°1 dis kosullara alismis

ve daha sonra gelisimlerini stirdiirmiistiir.

Martins vd. (2013), Brezilya’nin ¢ok yillik endemik bitki tiirlerinden Neoregelia
concentrica’nin in vitro ve ex vitro koklenmesi iizerine sentetik oksinlerin etkisini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda in vitro koklendirme denemelerinde besin ortami olarak 10
mg/L sitrik asit ilave edilmis MS ortamini kullanmislardir. Bu ortama 0, 1, 2, 3 ve 4 uM
(0.0, 0.2, 0.4, 0.6 ve 0.8 mg/L) IBA veya NAA ilave edilmistir. Kiiltlirler 30 ve 60 giin
siireyle 27+2°C’de 16 saat aydinlik kosullarda (25.2 pmol'ms™) inkiibe edilmistir. Ex
vitro koklendirme denemelerinde ise mikro ¢eliklerin dip kisimlari 0, 5, 10 ve 15 uM
(0.0, 1.0, 2.0 ve 3.0 mg/L) NAA veya IBA soliisyonuna 60 dakika stireyle daldirilmistir.
Daha sonra vermikiilit ile doldurulmus plastik viyollere dikilen mikro ¢elikler serada
aralikli mist sistemi ile %70 nem ve 30°C sicaklik kosullarinda 40 giin siireyle
tutulmustur. Bitkiler 20 giin arayla %4 MS besin soliisyonu ile sulanmustir. In vitro
calismalarda IBA ile karsilastirildiginda NAA’nin 1 uM’den daha yiiksek dozlarinda
mikro siirglinlerde daha fazla kok sayisi belirlenmistir. Bu bakimdan 3 uM NAA
uygulamasi Neoregelia concentrica’nin in vitro koklenmesinde {mit verici
bulunmustur. Inkiibasyonun 30. giiniinde koklenme oranlari NAA uygulamalarinda
ortalama %86.2 ile IBA uygulamalarindan (ortalama %67.7) daha yiiksek bulunurken
90. giinde uygulamalar arasindaki farkliliklar ortadan kalkmis ve koklenme orani
%90’ tizerinde belirlenmistir. Ex vitro ¢alismalarda ise NAA uygulamalarina gore
IBA uygulamalar1 ve ozellikle 5 pM IBA uygulamas: ile mikro siirgiinlerde daha
yiiksek koklenme orani ve kok sayilari ile daha iyi bir kok sistemi meydana gelmistir.
Arastiricilar  ex vitro koklendirme yOnteminin maliyetleri ve siireyi azaltmasi
bakimindan Neoregelia concentrica’nin mikro ¢ogaltiminda kullanilabilecegini

bildirmislerdir.

Clapa vd. (2013), bahge bitkilerinde mikro siirgiinlerin ex vitro koklendirilmesi ve in
vitro bitkiciklerin dis kosullara alistirmasi amaciyla ylizen su kiltiirii teknigini
gelistirmislerdir. Bu teknik ile bogiirtlen (R. fruticosus) ve kesme giilde (Rosa hybrida)

in vitro koklenmeye gerek kalmadan ex vitro kosullarda koklenme ve dis kosullara

48



alistirmay1 tek bir asama olarak basariyla tamamlamiglardir. Bu teknikte ex vitro
kosullarda koklendirme basarisi viyollerin hiicre biiyiikligii ve mikro siirgiinlerin
uzunluguna gore degismistir. Ex vitro koklenme orani bogiirtlende %61.66 ile %93.14
ve kesme giilde %86.86 ile %93.33 arasinda bulunmustur. Bununla birlikte ahududu (R.
idaeus), gojiberi (Lycium barbarum), tas armudu (Amelanchier canadensis), stevya
(sekerotu) (Stevia rebaudiana), Gisela 5 kiraz anaci (Prunus cerasus x P. canescens) ve
bir bogiirtlen x ahududu melezi olan tayberi (R. fruticosus x R. idaeus) genotiplerinde
mikro siirglinler, yiizen su kiiltiiri teknigi uygulandiginda ex vitro kosullarda 3-7 giin
igerisinde Olmiislerdir. Ahududu, siyah frenk tiziimi (Ribes nigrum), Gisela 5 kiraz
anaci, gojiberi ve tas armudu gibi odunsu bitki tiirleri ile Drosera rotundifolia ve D.
capillaris (etobur bitki tiirleri) ile Nephrolepis tiiriinde (egreltiotu) in vitro kosullarda
koklendirilmis bitkicikler yiizen su kiiltiirii teknigi ile %58 ile %100 arasinda degisen
oranlarda dis kosullara alistirilmistir. (Clapa vd. 2013). Clapa vd. (2013), bahge
bitkilerinde mikro siirgiinlerin ex vitro koklendirilmesi ve in vitro bitkiciklerin dis
kosullara alistirmasi amaciyla yiizen su kiiltiirii tekniginin yanisira perlitin su yiizeyine
serilmesiyle olusturulan yiizen perlit teknigini de arastirmalarinda kullanmislardir. Bu
teknik ile ahududu mikro siirgiinlerinde Uzunlugun artmasiyla birlikte ex vitro koklenme
oran1 %98.11’¢e, yaban mersininde (Vaccinium corymbosum) %100’e, tas armudunda
%97.14’¢ ulasmistir. In vitro kosullarda koklendirilmis bitkiciklerin yiizen perlit
yontemiyle dis kosullara alistirlmasinda ahududu, bogiirtlen, yaban mersini, tayberi,
Gisela 5 kiraz anac1 ve kesme giil genotiplerinde %67.24 ile %98.38 arasinda

belirlenmistir.

Elezaby ve Allatif (2017) c¢alismalarinda guava (Psidium guajava L.) mikro
stirgiinlerinin IBA ve/veya NAA’nm ilave edildigi /2 MS besin ortaminda basariyla
koklendirildigini, 2.0 mg/L IBA+2.0 mg/L NAA kombinasyonunda en yiiksek
koklenme yiizdesinin (%62.67) ve kok uzunlugunun (4.20 cm) kaydedildigini
bildirmislerdir. Siirglinlerin dip kismmin 250 mg/L IBA soliisyonuna 30 saniye
daldirildig1 ve daha sonra biiylime diizenleyici madde icermeyen 2 kuvvetindeki MS
ortamina dikildigi in vitro uygulamada ise en yiiksek kok sayisina (2.85) ulasildigim
belirtmislerdir.
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Ciice ve Sokmen (2017), bataklik yaban mersininin (V. uliginosum L.) in vitro ¢ogaltimi
kapsaminda mikro siirgiinleri 0.25, 0.5 ya da 1.0 mg/L IBA, IAA veya NAA ilave
edilmis, aktif komiir (1 g/L) iceren ya da icermeyen WPM besin ortaminda
koklendirmislerdir. Kiiltiirler 24+2°C°de 16 saat aydinlik kosullarda (50 pmol'm™s™)
inkiibe edilmistir. Calismada en yiiksek koklenme orani1 %18.89 ve kok uzunlugu 12.27
mm 0.5 mg/L IBA ve 1.0 g/L aktif kdmiir ilave edilmis besin ortaminda belirlenmistir.
Aktif komiirin artmasiyla birlikte koklenme oram1 %29.4°e yiikselmistir. Koklenmis
mikro siirglinler 2:1 oraninda torf:perlit karigimi bulunan viyollere dikilmis, lizeri seffaf
plastik ortii ile kapatilmis ve 8. haftanin sonuna kadar ortii kademeli olarak agilarak dig
kosullara ahistirilmistir. Ug ay sonra bitkiler daha biiyiik saksilara tasginmstir. Bitkilerin

yasama orant %60-70 oraninda belirlenmistir.

Quambusch vd. (2017), alt1 kiraz genotipinde (P. avium) mikro siirgiinlerin in vitro
koklendirilmesinde oksin ve karanlik uygulamalariin etkilerini arastirdiklari
calismalarinda koklendirme ortami olarak 4.9 uM (1 mg/L) IBA ilave edilmis makro
element diizeyi 1/3 kuvvetindeki MS ortamin1 kullanmiglardir. Kiiltiirler bu ortam
iizerinde 24°C sicaklik ve 40-56 pmol'm?®s® 151k yogunlugunda 16 saat aydinlhk
kosullarda ilk 4 giin karanlik uygulamasi yapilarak ya da yapilmayarak 4 hafta siireyle
tutulmustur. Diger bir denemede koklendirme ortaminin IBA dozu 10 kat artirilarak 49
uM’a (10 mg/L) ¢ikartilmig ve mikro siirgiinler bu ortam iizerinde 48 saat tutulduktan
sonra IBA igermeyen ortama taginmistir. Dis kosullara alistirma asamasinda mikro
stirgiinler koklenmemigler, siirglin basina kok sayis1 1-3 adet ve 3 adetten fazla olanlar
seklinde ii¢ gruba ayrilmigtir. Tiim siirgiinler beyaz torf+% perlit karisimi doldurulmus
saksilara dikilmis ve sera kosullarinda %100 nem igeren 22°C’deki tiinel altinda 2 hafta
tutulmustur. Daha sonra nem yavas bir sekilde disiiriilmiis ve 3-4 hafta sonra saksilar
minimum 18°C sicaklik ve 16 saatlik aydinlatma siiresi olan sera kosullarina tagimaistir.
Bitkilere haftada bir kez %0.07 Ferty® MEGA 3 giibresi uygulanmistir. Gozlemler 7
hafta sonra yapilmistir. Aklimatizasyon, 6zellikle kok sayis1 fazla saglikli bitkiciklerde
basarili olmustur. Calismada 4 giin karanlik uygulamasi ve 49 uM IBA dozu koklenme
oranlarini artirmistir. Yiiksek dozda IBA uygulamasi en fazla Achilleus genotipinde
koklenme oranini artirmis ve kontrolde %65 olan bu oran %86’ya ¢ikmistir. Ancak bu

uygulama sonucu bitkicikler saglikli olmadigi i¢in aklimatizasyon basaris1 diisiik
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olmustur. Karanlik uygulamasi ile Achilleus genotipinde koklenme orani %65’den
%84’e, Asteria genotipindeki ise %33’den %58’¢ ylikselmistir. Kok sayist 1-3 olan
mikro geliklerde Neptun, Apollo ve Achilleus genotiplerinde yasama oranlar1 sirasiyla

%48, %32 ve %31 olmustur.

Tarinejad ve Amiri (2019), Shahroudi iiziim ¢esidinin (Vitis vinifera L.) mikro ¢ogaltimi
kapsaminda mikro ¢eliklerde en yiiksek koklenme oranini 0.5 mg/L IBA ilave edilmis
¥ ve Y4 kuvvetlerindeki MS besin ortaminda %88.88 ve %81.48 olarak belirlemislerdir.
Aragtiricilar in vitro bitkileri otoklavlanmig torf ve perlit (1:1) karisimi doldurulmus
plastik torbalara dikmisler, Hoagland sivi ortami ile nemlendirdikten sonra 4 hafta
boyunca 20+2 °C sicaklik ve %70-80 nispi neme sahip 16 saatlik fotoperiyodun
uygulandigt mist kabinde tutmuslardir. Bitkiler 6 yaprakli oldugunda kontrollii
kosullara sahip sera ortamina taginmistir. Bu asamada torf, perlit ve bahge topragi

(2:1:1) karisim1 kullanmiglardir.

Lebedev vd. (2019), Rus ahududu ¢esitlerinin (R. idaeus) mikro siirgiinlerinin in vitro
koklendirilmesinde 0.1 mg/L IBA ve 0.1 mg/L IAA ilave edilmis, makro elementleri /2
kuvvetinde olan QL ortamini esas almiglardir. Kiiltiirler 22-24°C’de, 16 saatlik aydinlik
kosullarda inkiibe edilmistir. Calismada siirgiinlerin ex vitro kdklenmesi iizerine siirgiin
cogaltma asamasinda kullanilan biiylimeyi diizenleyici maddelerin ve katilastiricilarin
etkileri de arastinlmistir. In vitro kosullarda kdklendirilmis mikro siirgiinler ve ex vitro
kosullarda koklendirme i¢in mikro siirgiinler sera kosullarinda 3:1 oraninda torf:perlit
karigimi doldurulmus plastik viyollere dikilmis, viyollerin iizeri spunbond kumas (tela)
ve polietilen film ile kaplanarak %90-95 nem kosullarinda iki hafta bekletilmistir.
Sonraki haftada polietilen film kaldirilmis, spunbond kumas 1 hafta daha kalmistir
(%70-75 nem). Sera kosullarina alindiktan 6 hafta sonra gozlemler yapilmustir. In vitro
kosullarda koklendirilmis mikro siirgiinlerin sera kosullarinda yasama orani %81.1 ile
%97.9 arasinda belirlenirken bu oran ex vitro koklenenlerde %43.3 ile %76.4 arasinda
degismistir. Bu calismada ex vitro koklenmede kullanilan siirgilinlerin kalitesi {izerine
proliferasyon ortaminin biiyiimeyi diizenleyici madde ve katilagtirict igeriginin énemli
diizeyde etkili oldugu Atlant cesidi ile gosterilmistir. Bu ¢esitte 6nceki denemede 0.7

mg/L BA ve 8 g/L agar bulunan proliferasyon ortamindan gelen siirglinlerin ex vitro
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kosullarda koklenme ve dis kosullara alisma orami %71.4 iken bu oran cogaltma
ortaminda 0.2 mg/L BA+0.1 mg/L IBA biiylimeyi diizenleyici kombinasyonu ve 5 g/L.
agar+0.2 mg/L Phytagel katilagtirict kombinasyonunun kullanimi ile en yiiksek diizeyde
(%97.2) belirlenmistir. Arastiricilar, ahududunun mikro ¢ogaltiminda maliyetin ve emek
yogunlugunun ex vitro koklendirme ile azaltilabilecegini, gelistirilen protokoliin
ahududunun  hizlandirilmis  mikro  ¢ogaltiminda  ticari  olarak  basariyla

kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Masoudi vd. (2020), baz1 elma ¢esitlerinin (M. domestica Borkh) mikro siirglinlerinin in
vitro koklenmesi {izerinde Piriformospora indica mikorizal fungusun etkilerini
arastirmiglardir. Tiim koklendirme denemelerinde 100 mg/L PG, 30 g/L sakaroz, 7 g/L
agar iceren MS ortami esas alinmistir. Kiiltiirler 23+1°C sicaklik, 16 saat aydinlik (500-
3000 lux) kosullarda inkiibe edilmistir. Koklendirme denemeleri kapsaminda 6
uygulama esas almmistir. Bu kapsamda oksinsiz MS besin ortaminda 6 hafta
inkiibasyon, diisiik oksin (0.5 pmol NAA + 0.5 umol IBA) igeren MS ortaminda 6 hafta
ya da yiiksek oksin (2 umol NAA + 2 pmol IBA) iceren MS ortaminda 6 hafta
inkiibasyon, oksinsiz MS besin ortamimnda 3 hafta + P. indica ilave edilmis MS
ortaminda 3 hafta, disik oksin ortaminda 3 hafta + P. indica ilave edilmis MS
ortaminda 3 hafta ya da yiiksek oksin ortaminda 3 hafta + P. indica ilave edilmis MS
ortaminda 3 hafta inkiibasyon uygulamalarit yapilmigtir. P. indica miselleri MS besin
ortaminin her litresine 3 g olarak ilave edilmistir. Calismanin sonunda tiim ¢esitlerde
diisiik ya da yiiksek oksin konsantrasyonu igeren MS ortaminda 3 hafta tutulduktan
sonra P. indica fungus miselleri ilave edilmis besin ortaminda 3 hafta kiiltiire alinan
mikro siirglinlerde koklenme orani, kok uzunlugu, kok kalinlig1 ve siirgiin bagina kok
sayist en yiiksek degerlerde kaydedilmistir. Bu uygulamalar ile kdklenme orani farkl
cesitlerde %80, kok sayist 10.75 adet/siirgiin, kok uzunlugu 18.75 cm olarak
belirlenmistir. Oksinsiz MS ortaminda 3 hafta tutulduktan sonra 3 hafta P. indica
bulunan ortamda kiiltiire alinmigs mikro ¢eliklerde koklenme meydana gelmemistir.
Calismada 6zellikle yiiksek oksin ortaminda koklenme meydana gelmis ise de P. indica,
diisiik ve yiiksek oksin uygulamalarinin etkinligini artirmistir. Calismada, diisiik oksin

ortaminda 3 hafta + P. indica ilave edilmis MS ortaminda 3 hafta ve yiiksek oksin
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ortaminda 3 hafta + P. indica ilave edilmig MS ortaminda 3 hafta uygulamalar ile

koklendirilmis bitkiler basartyla dis kosullara alistirilmistir.

Oakes vd. (2020), bazt Amerikan kestane ¢esitlerinde (C. dentata) in vitro siirgitinleri
WPM ortaminin mineral maddeleri ile Nitsch ve Nitsch ortamimin vitaminlerini (109
mg/L) igeren 0.5 uM BA (0.1 mg/1), 0.5 uM IBA (0.1 mg/L), 30 g/L sakaroz, %0.7 agar
bulunan ve pH’s1 5.5'e ayarlanmig siirgiin uzatma ortaminda 3 haftalik standart
bekletme siiresinin 1 ya da 2 kez taze ortamlara tasmmarak artirilmasinin, farkh
koklendirme ortamlarinin, oksin uygulamalarinin, koklenmeyi uyarict maddelerin,
kesilen bolgenin suya daldirilmasinin ve 151k yogunlugunun ex vitro kdklenme iizerine
etkilerini arastirmiglardir. En etkili yontemler arasinda mikro siirglinleri uzatma
ortaminda yedi hafta bekletme, koklendirme ortami olarak su ile sisirilmis Jiffy
tabletlerin kullanilmasi, kallusun mikro siirgiinler suya batirilmis haldeyken kesilmesi
ve %0.31 IBA igeren koklendirme jeline daldirilmasi ve koklendirmeden sonra

bitkiciklerin 60 pmol-m™?s™ diisiik 151k yogunlugunda inkiibasyonu yer almustir.

Shekhawat vd. (2021), ekonomik ag¢idan 6nemli ancak hassas bir tropik aga¢ tiirii olan
Hint sandal agacinin (Santalum album L.) 3-5 cm uzunluktaki mikro siirgiinlerini 1-5
mg/L IBA ya da NAA ile desteklenmis ’2 kuvvetindeki MS ortaminda in vitro
kosullarda koklendirmeye almiglardir. Koklenen siirgiinler soilrite® ve kokopit (1:1)
iceren kagit bardaklara aktarilmis ve MS ortaminin mineral maddelerinden i
kuvvetinde hazirlanmig soliisyon ile haftada ti¢ kez sulanmistir. Dort hafta sonra bitkiler
soilrite® ve kokopit karisimi (1:1) bulunan torbalara aktarilmis ve ilk 4 hafta serada ve
daha sonra 8 hafta 24+5°C sicaklik ve %60-70 neme sahip normal gece/giindiiz
kosullarinda tutulmustur. Bahgeye aktarildiktan 6 hafta sonra bitkilerin hayatta kalma
orani kaydedilmistir. Calismada 1.0 mg/L IBA oksin uygulamasi ile siirgiinlerde %97.0
oraninda koklenme meydana gelmistir. Bu uygulama ile siirglin basina kok sayisi 4.0 ve
kok uzunlugu 3.5 cm olarak belirlenmistir. Anatomik ¢aligmalar in vitro bitkiciklerin az
gelismis kiitikula, organize olmamis doku sistemleri, azalmis mezofil dokular, daha az
vaskiiler eleman ve mekanik doku ve gevsek bir sekilde diizenlenmis ince duvarli

parankimatik dokular gibi yapisal anormalliklere sahip oldugunu gdstermistir. Dis
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kosullara alistirma stirecinde bu anormallikler onarilmig ve hayatta kalma oran1 %98.0

olarak kaydedilmistir.

Korpayev vd. (2021) biyopolimerik bir nanotasiyict olan kitosan ve metalik bir
nanotasiyict olan gimisin IAA ve IBA yiiklii nanopartikiillerinin MM106 elma
anacinda mikro celiklerin in vitro adventif koklenme potansiyeli iizerine etkinlerini
arastirmiglardir. IAA ile yiiklii kitosan nanopartikiillerinin ¢ap1 167.5+0.1 nm, IBA ile
yiiklii olanlar 123.2+2.6 nm, aym oksinler ile yiiklii giimiis nanopartikiillerin ¢ap1 ise
strastyla 93.66+£5 nm ve 71.41+3 nm olarak ol¢lilmiistiir. Yaklasik 2 cm uzunlugunda
hazirlanan mikro ¢elikler oksin iceren veya igermeyen %2 sakaroz ve %0.7 agar
bulunan ' kuvvetindeki MS ortaminda koklendirilmistir. Besin ortamina 0.5, 1.0, 2.0
mg/L serbest IAA veya IBA, 0.5, 1.0, 2.0 mg/L IAA ya da IBA yiiklii kitosan veya
giimiis nanopartikiilleri ilave edilmistir. Kiiltiirler 25+1°C sicaklikta baslangigta ilk 7
giin tamamen karanhk ve daha sonra 16 saat aydmlik kosullarda (35 pmol'm?s™)
tutulmustur. Mikro celiklerin koklenme oranlar1 oksin yiikli kitosan ve gilimiis
nanopartikiil uygulamalarinda (%91.7-%62.5), 2.0 mg/L serbest IBA (%66.7) hari¢ IAA
ve IBA uygulamalarina (%50.0-%33.3) gore 6nemli diizeyde daha yiiksek bulunmustur.
Aragtiricilar TAA yiikli kitosan, IAA ve IBA yiiklii giimiis nanopartikiillerindeki 0.5,
1.0 ve 2.0 mg/L oksin konsantrasyonlarinin, kontrol, IBA yikli kitosan
nanopartikiilleri, serbest IAA ve IBA’ya gére MM 106 elma anacinin mikro geliklerinin

koklenmesi i¢in umut verici oldugunu bildirmislerdir.

Alizadeh ve Dumanoglu (2022), ates yaniklig1 hastaligina dayanikli 67 nolu yerel elma
¢esidinin (M. domestica Borkh.) mikro geliklerinin in vitro koklenmesi {izerine 1, 2, 3,
4, 5 ve 6 mg/L TAA veya IBA’nin serbest veya ¢inko nanopartikiillerine yiikli
formlarinin etkilerini arastirmiglardir. Temel besin ortami olarak %?2 sakaroz ve %0.7
agar iceren %2 kuvvetindeki MS ortamimin kullanildig1 calismada mikro ¢elikler ilk 5
giinii karanlik ve daha sonra 16 saat aydinlik kosullarda (35 ;,Lmol-m'z-s'l) 6 hafta
stireyle 25+1°C’de tutulmustur. Oksin igermeyen kontrol uygulamasinda kdklenmenin
meydana gelmedigi ¢alismada en yiiksek koklenme oran1 %58.4 ile 1 mg/L IBA yiikli

c¢inko nanopartikiil uygulamasindan elde edilmistir.

54



Souza vd. (2022) ¢alismalarinda Marubakaido (M. prunifolia) elma anacinda mikro
stirgiinlerin in vitro kdklenmesi ve dis kosullara aligsmasi {izerine sentetik ve biyolojik
kaynaklardan elde edilen IAA’nin etkilerini arastirmiglardir. Bir ¢im tiirii olan Axonopus
catharinensis Valls'in rizosfer topragindan izole edilen N 39 bakteri susu, IAA iiretim
potansiyeline dayanilarak bu ¢alisma igin secilmistir. In vitro koklendirme
caligmalarinda 3 cm uzunlukta hazirlanan mikro siirgiinler sentetik ya da biyolojik I1AA
iceren MS ortaminda 60 giin siireyle tutulmustur. Mikro siirglinlerde kdklenme orani,
kallus olusumu, kuru kok ve siirglin agirligi, kok uzunlugu, kok hacmi ve ¢api
degerlendirilmis, bitkiciklerin aklimatizasyon asamasindan sonra hayatta kalma oranlari
belirlenmistir. Her iki IAA ilavesi koklenme oranlarini artirmig ancak konsantrasyona
bagli olarak sentetik IAA uygulamasinda siirgiinlerin dip kisminda kallus olusumu
artmistir. Bununla birlikte bakteri ile desteklenmis MS ortaminda kiiltiire alinan
siirgiinlerde kallus olusumu goriilmemistir. in vitro koklendirme asamasinda kullanilan
sentetik IAA konsantrasyonu arttikca 45 giinliik dis kosullara alistirma siirecinin
sonunda bitkilerin hayatta kalma orant %96'dan %66'ya diigmiistiir. Bakteriyel IAA ile
desteklenmis MS ortaminda Kkallus olusturmadan meydana gelen ince koklere sahip
bitkiciklerin hayatta kalma orani ise %98'e ulagmistir. N39 susunun Marubakaido elma
anacinin in vitro koklenmesi ve aklimatizasyonunda etkili oldugu ve yiiksek kaliteli

bitkilerin elde edilmesini sagladig: bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez calismasi, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii
Biyoteknoloji II Laboratuvari, Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Boliimii Laboratuvari ve
Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Laboratuvari’nda 2019-2021 yillart

arasinda ytiriitilmiistiir.

3.1 Materyal

Bu calismada bitkisel materyal olarak “Armutlar i¢in Bodur Ahlat Klon Anag Islah
Program1” kapsaminda Ankara’da Ahlatlibel mevkiinden secilmis iki ahlat tipinin
(Ahlat 75 ve Ahlat 32) (P. elaeagrifolia Pall.) ve kontrol olarak OHxF 333 standart
armut klon anacinin (P. communis L.) in vitro kiiltiirlerinden saglanan mikro gelikler ve

in vitro kosullarda koklendirilmis bitkicikleri kullanilmastir.

3.2 Yontem

3.2.1 In vitro Kiiltiirlerin olusturulmas: ve mikro celiklerin hazirlanmasi

Tez calismasinda armut ve ahlat genotiplerinin in vitro Kkiiltlirleri Aygun ve

Dumanoglu’na (2015) gore siirgilin ucu yontemi ile olusturulmustur.

In vitro kiiltiirlerde besin ortami olarak baslangi¢ ve alt kiiltiirler ile siirgiin ¢ogaltma
asamalarinda amonyum nitrat kapsami 1/3 diizeyinde olan Murashige ve Skoog besin
ortami (Murashige ve Skoog 1962) kullanilmistir. Bu ortama 1.0 mg/L BA, 0.3 mg/L
GA; ve %3 sakaroz ilave edilmis, pH diizeyi 5.8’e ayarlanmis ve %0.7 agar ile
katilagtirilmistir. Hazirlanan besin ortami baslangi¢ asamasinda payreks cam tiiplere
(2.5 cm x 15 cm) 10’ar mL, siirgiin ¢ogaltma agamasinda 250 mL’lik erlenlere 50’ser
mL dagitildiktan sonra 121°C’de 1 atmosfer basing altindaki otoklavda 20 dakika

siireyle sterilize edilmistir.
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In vitro kiiltiirlerin ilk olusturuldugu baslangi¢ asamasinda siirgiin uclar1 ilkbahar
gelisme doneminde bahge kosullarindaki bitkilerin aktif gelisme halindeki siirgiinlerinin
uc¢ kisimlarindan yaklasik 2 cm uzunlukta toplanmis, laboratuvara getirilerek musluk
suyu altinda yarim saat siireyle yikanmistir. Daha sonra igerisine 1-2 damla Tween 20
ilave edilmis, sodyum hipoklorit soliisyonunda (%15) 15 dakika siireyle dezenfekte
edilmistir. Ardindan siirgiin uglar1 aseptik kosullarda 3 kez 5’er dakika siireyle steril saf
su ile c¢alkalanmis ve steril kabinde yaklagik 1 cm uzunlukta hazirlanarak kiiltiire
alinmistir. Siirgiin uglarindan gelisen mikro siirglinler 4 hafta sonra siirgiin ¢cogaltma
ortamina tasinmig ve 4-6 hafta araliklarla alt kiiltlirlere alinarak ¢ogaltilmistir.
Koklendirme calismalarinda kullanilan mikro celikler, alt kiltirden alinmig mikro
siirglinlerden yaklastk 2 cm uzunlukta hazirlanmistir. Hazirlanan mikro c¢elikler
koklendirmeye alinmadan once biiyiimeyi diizenleyici madde igermeyen %3 sakaroz
ilave edilmis ve pH’s1 5.8’e¢ ayarlandiktan sonra %0.7 agar ile katilagtirllmig MS
ortaminda yaklasik 10-15 giin bekletilmistir. Belirtilen besin ortami 250 mL’lik cam
kavanozlara 50’ser mL dagitilmis ve otoklavlanmigtir. Bu ortamda mikro ¢elikleri
bekletme ile koklenme iizerine engelleyici etkisi oldugu bilinen BA ve GAj;
kalintilarindan dokularin arindirilmasi hedeflenmistir (Moshkov vd. 2008, Van Staden
vd. 2008). Her kavanoza en az 100 mikro ¢elik dikilmistir.

Baslangic, siirgiin ¢cogaltma ve mikro celikleri bekletme asamalarinda in vitro kiiltiirler
16 saat aydmlik (35 pmol-m'z-s'l), 8 saat karanlik fotoperiyodun uygulandigi 25+2°C

sicakliktaki iklim odasinda inkiibe edilmistir.
3.2.2 in vitro kéklendirme denemeleri

In vitro koklendirme denemeleri Oncesinde steril kabinde bekletme ortamindan
cikartilan mikro ¢eliklerin dip kisimlari egimli olarak yaklasim 1 mm kesilerek
uzaklagtirllmis ve nem kaybina kars1 igerisinde az miktarda steril saf su bulunan kapakl
petri kaplarinda tutulmustur. Mikro celikler yine steril kabinde 2.5 cm capinda ve
boyundaki kii¢iik cam kaplar igerisine dik olarak yerlestirilmis ve 50’lik gruplar halinde
yaklasik 5 mm’lik dip kisimlarina hizli daldirma yontemiyle 10 saniye siireyle 250, 500,

1000 ve 2000 ppm steril IBA soliisyonu uygulanmistir. Uygulama siiresinin sonunda
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mikro celikler topluca IBA soliisyonundan ¢ikartilmis ve koklendirme i¢in hazirlanan
besin ortamma dikilmistir (Aygun ve Dumanoglu 2015, ibrahim Ahmed Osman ve
Dumanoglu 2020).

IBA soliisyonu hazirlamak iizere 6nce laboratuvar ortaminda hassas terazide (Sartorius
BP121S, max. 120 g, d=0.1 mg) tartilan IBA (Sigmal5386) %96’lik etil alkolde
¢Oziinmistiir. Bu amagcla kullanilan %96’lik etil alkoliin miktar1 mikro ¢eliklerde
yanikliga neden olmamasi i¢in diisiik tutulmus ve IBA soliisyonunun son haciminin
%10’u kadar kullanilmistir. IBA ¢oziindiikten sonra soliisyonun son hacmi deiyonize
saf su ile ayarlanmistir. In vitro koklendirmeler icin IBA soliisyonlar1 steril kabinde
aseptik kosullarda siringa ucuna takilan 0.22 pm por biiyiikliigiine sahip steril filtreden
(Isolab) gegirilerek steril hale getirilmistir.

In vitro koklendirme denemelerinde besin ortami olarak biiyiimeyi diizenleyici madde
icermeyen makro ve mikro elementleri 2 kuvvetindeki MS temel besin ortami
kullanilmistir (Murashige ve Skoog 1962). Bu ortama 100 mg/L myo-inositol, 2 mg/L
glisin, 0.1 mg/L tiamin hidrokloriir, 0.5 mg/L nikotinik asit ve 0.5 mg/L piridoksin
hidrokloriir, %2 sakaroz ilave edilmis, ortamin pH’s1 5.8’e ayarlanmis ve %0.7 agar ile
katilagtirilmistir. Besin ortami 250 mL’lik cam kavanozlara 50’ser mL dagitilmis ve
otoklavlanmigtir. IBA uygulamalarindan sonra mikro ¢elikler her kavanoza 15’er adet
dikilmigtir. Kiltiirler ilk 5 gilinii tamamen karanlikta olmak tizere 16 saat aydinlik (35
umol-m-z-s-l), 8 saat karanlik fotoperiyodun uygulandigr 25+2°C sicakliktaki iklim
odasinda toplam 4 hafta siireyle inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda IBA dozlarinin
mikro celiklerde koklenme orani (%), koklenen mikro ¢eliklerde koklenme diizeyi (1 =
zayif, 2 = orta, 3 = iyi, 4 = ¢ok iyi) ve kallus diizeyi (0 = kallus yok, 1 = kiigiik, 2 = orta,
3 = biiyiik, 4 = ¢ok biiyiik) tizerine etkileri tespit edilmistir.

3.2.3 Ex vitro koklendirme denemeleri
Ex vitro koklendirme caligmalari, iklim odasinda ylizen su kiiltiirlerinde ve ayrica
kontrol amaciyla sicaklik kontrollii ve sisleme iinitesi bulunan serada perlit ortaminda

gerceklestirilmistir.
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Ex vitro koklendirme i¢in 10-15 giin bekletme ortaminda tutulmus mikro celikler
laboratuvar kosullarinda kavanozlardan ¢ikartilmis, agar kalintilarindan su ile yikanarak
arindarilmis ve igerisinde saf su bulunan beherlere alinmistir. Dip kisimlar1 yaklasim 1
mm egimli olarak Kesilen mikro ¢elikler uygulama yapilincaya kadar igerisinde az
miktarda su bulunan kapakli petrilerde tutulmustur. Mikro celiklerin 10’u bir araya
getirilerek yaklasik 5 mm’lik dip kisimlar1 hizli daldirma y6ntemiyle 10 saniye siireyle
250, 500, 1000 ve 2000 ppm IBA soliisyonlarina daldirilmistir. Uygulama yapilan
mikro ¢elikler ylizen su kiiltiirline alinmis ya da perlit doldurulmus plastik kaplara
dikilmistir.

Yiizen su kiiltiirleri i¢in 6nce 25 cm x 25 cm x 11 cm boyutlarindaki plastik kiivetlerin
dis kismu siyah plastik ortii ile kaplanmistir. Bu kiivetler, iistte 3 cm bosluk kalacak
sekilde 3.5 litre cesme suyu ile doldurulmustur. Gézleri 3 cm x 3 cm x 6 cm olan strafor
koptik viyoller, kiivet ylizeyinde yiizebilmesi ic¢in kesilerek 17 x 17 cm boyutlara
kiigiiltiilmiistiir. Boylece her bir viyoldeki goz sayisi 25 adet olmustur. Daha sonra IBA
uygulanmis mikro ¢elikler OHxF 333°de 7’serli ve ahlat genotiplerinde 6’sarli demetler
halinde ince bir pamuk ip ile baglanmistir. Mikro geliklerin 1/3’liik kism1 su igerisinde
kalacak sekilde demetler, viyollerin alt kismindaki 0.7 cm c¢apa sahip deliklere
yerlestirilmistir. Sera denemelerinde ise mikro celikler icerisine tarimsal perlit

doldurulmus olan 17 cm x 8 cm x 6 cm boyutlarindaki plastik kaplara dikilmistir.

Hem yiizen su kiiltiirii ve hem de sera denemelerinde mikro geliklere ilk 5 giin tamamen
karanlik uygulamas1 yapilmistir. Daha sonra yiizen su kiiltiirleri 16 saat aydinlik (35
umol-m'z-s'l), 8 saat karanlik fotoperiyodun uygulandigi 25+2°C sicakliktaki iklim
odasinda, perlit kaplar ise sicaklik kontrollii sisleme tinitesi bulunan serada toplam 4
hafta inkiibe edilmistir. Ex vitro kdklendirme denemelerinde bu periyodun sonunda
incelenen parametreler mikro ¢eliklerde koklenme orani, koklenen mikro ¢eliklerde
koklenme diizeyi (1 = zayif, 2 = orta, 3 = iyi, 4 = ¢ok iyi) ve kallus diizeyidir (0 = yok,
1 = kiictik, 2 = orta, 3 = biiyiik, 4 = ¢ok biiyiik).
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3.2.4 In vitro bitkicikleri dis kosullara ahstirma denemeleri

In vitro kosullarda koklendirme sonrasinda bitkicikleri dis kosullara alistirma
denemeleri, yiizen su kiiltiirii teknigi ve ayrica kontrol olarak sera kosullarinda plastik

tiinel altinda kurulmustur.

Hizli daldirma yontemiyle 250, 500, 1000 ve 2000 ppm IBA uygulamalar1 ile in vitro
kosullarda koklendirilmis bitkiciklere baslangigta yiizen su kiiltiirii denemesinde ayri
ayr1 yer verilmigtir. Daha sonraki denemelerde ise dis kosullara alistirmada genellikle
canlilik orani, canlilik diizeyi ve bitkilerin gelisme &zelliklerinin daha iyi olmasi
nedeniyle in vitro koklendirmede sadece 250 ppm IBA uygulamasi esas alinmustir.
Yiizen su kiiltiirii teknigi ile bitkicikleri dis kosullara alistirma denemelerinde in vitro
besin ortamindan ayrilan bitkiciklerin kok kismindaki agar kalintilar1 yitkanmis ve daha
sonra bitkicikler genotiplere gore siirgiinleri ince olan OHxF 333 anacinda 7’serli,
stirglinleri kalin olan Ahlat 32’de 3’erli ve siirgiinleri orta kalinlikta olan Ahlat 75’de
5’erli demetler halinde baglanmistir. Demetler, plastik kiivetlere doldurulan suda yiizen
strafor viyollerin altindaki deliklere bitkiciklerin 1/3’liikk kismi su igerisinde kalacak
sekilde yerlestirilmistir. Daha sonra yiizen su kiiltiirleri 16 saat aydinlik (35 umol-m'z-s'
1), 8 saat karanlik fotoperiyodun uygulandig1 25+2°C sicakliktaki iklim odasinda 4 hafta
stireyle inkiibe edilmistir. Yapraklarda anatomik incelemeler ve klorofil analizleri i¢in

yaprak ornekleri alinmigtir.

Dis kosullara alistirilmak iizere ylizen su kiiltiirii teknigi disinda in vitro kosullarda
koklendirilmis bitkicikler uygulamada genellikle yaygin olarak kullanilmakta olan sera
kosullarina da tasinmistir. Bu kapsamda in vitro bitkicikler besin ortamindan ayrildiktan
ve agar kalintilarindan temizlendikten sonra %80 torf ve %Z20 perlit karigiminin
bulundugu kiigiik saksilara dogrudan dikilmis ve tedrici olarak 4 haftalik periyotta dis
kosullara alistirilmak tizere sicaklik kontrollii ve mist sistemi bulunan sera kosullarinda

plastik tlinel altina taginmastir.

Dis kosullara alistirma denemelerinde 4 haftalik periyodun sonunda bitkiciklerde

canlilik oran1 ve canlilik diizeyi (1 = kotii, 2 = orta, 3 = iyi, 4 = ¢ok iyi), sararanlarin
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orani ve sararma diizeyi (1 = az, 2 = orta, 3 = ¢ok), kararanlarin oran1 ve kararma
diizeyi (1 = az, 2 = orta, 3 = ¢ok) belirlenmistir. Yasayan bitkiciklerde boy, yaprak
sayis1, kok sayisi, en uzun kokiin uzunlugu, kok gelisim diizeyi (1= zayif, 2= orta, 3=1yi,

4= ¢ok iy1) 6l¢iim ve gozlemleri yapilmistir.
3.2.5 D1s kosullara ahstirilnus bitkilerin sera kosullarinda gelistirilmesi

Tez ¢alismasi kapsamindaki denemelerde dis kosullara alistirilan bitkiler %80 torf ve
%20 perlit karistminin  bulundugu kiiciik saksilarda sera kosullarinda 3 ay
gelistirilmistir. Ug aylik gelisme periyodunun sonunda sokiim yapilmadan bitkilerde
boy, yaprak sayis1 ve gelisme diizeyleri (1 = kotii, 2 = orta, 3 = iyi, 4 = ¢ok 1iyi)

belirlenmis, anatomik incelemeler ve klorofil analizleri igin yaprak drnekleri alinmistir.
3.2.6 Yaprak orneklerinde anatomik incelemeler ve klorofil analizleri

Yiizen su kiiltiirii teknigi ile in vitro bitkicikleri dis kosullara alistirma siirecinin
sonunda ve bitkilerin sera kosullarinda 3 ay gelistirilmesinin ardindan anatomik
calismalar i¢in yaprak Orneklerinden el ile alinan kesitler safranin-fast green ikili
boyama yontemi ile boyanmustir. Yaprak alt ve {ist yiizeylerinden alinan Kesitlerde
stoma sayilari (adet/mmz), stoma indeksi ve stoma indeks oranlar1 hesaplanmistir.
Yaprak enine kesitlerinde yaprak ayasinda ortalama yaprak kalinligi (um) olctilmiistiir

(Algan 1981).

Yaprak orneklerinde klorofil dlgtimleri igin ise 0.25 g yaprak 6rnegi %80’lik aseton ile
ekstrakte edildikten sonra toplam klorofil miktar1 spektrofotometrik olarak olgiilmiis ve

asagidaki formiile gore hesaplamalar yapilmistir (Arnon 1949, Withan vd. 1971).

Klorofil a (mg/g) = 12.7 x (A663) - 2.69 x (A645) x tamamlanan son hacim/1000 x yas
bitki agirhig

Klorofil b (mg/g) = 22.91 x (A645) - 4.68 x (A663) x tamamlanan son hacim/1000 x
yas bitki agirlig

Toplam klorofil (mg/g) = Klorofil a + Klorofil b
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3.2.7 Deneme plam ve verilerin istatistik analizi

Tez ¢alismasindaki tiim denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirlii
olarak kurulmustur. Denemeler en az 2 kez tekrar edilmistir. Veriler, varyans analizi
yontemi ile Minitab Paket Programi (MINITAB Inc., Trial Version) ile F testine gore
kontrol edilmis, ortaya ¢ikan onemli farkliliklar Duncan testi ile saptanmig (P < 0.05)
ve farkliliklar harfler yardimiyla belirlenmistir. Analizlerde ylizde oranlarin ag1 degeri

karsiliklar1 kullanilmastir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Pyrus Genotiplerinde in Vitro Koklendirme Bulgular

Calismada yer alan ii¢ Pyrus genotipinde mikro ¢eliklerin in vitro koklenmesi {izerine

IBA dozlarinin etkisi ¢izelge 4.1°de sunulmustur.

Cizelge 4.1 Pyrus genotiplerinde mikro c¢eliklerin in vitro koklenmesi ilizerine IBA
dozlarmin etkisi®

IBA Koklenme oram Koklenme diizeyi” Kallus diizeyi
(ppm) (%) (1-4) (0-4)
OHXxF 333
250 59.4+ 6.9 A° 2.26+0.14 148 +0.15B
500 43.1+80A 2.14+0.29 1.73+0.16 B
1000 9.0+2.3B 2.43 +0.40 2.50+0.33 A
2000 40+2.3B 1.33+0.33 2.83+0.44 A
P
0.000"" 0.230%% 0.003”
AH-32
250 60.6 + 4.5 AB 2.78 +0.19 0.96+0.12C
500 725+63A 2.24 +0.27 1.50+0.14 B
1000 735+ 11.3A 2.15+0.23 2.55+0.25 A
2000 37.9+10.6 B 248 +0.22 2.90+0.19 A
P
0.028 0.207%% 0.000""
AH-75
250 474+48 2.19+0.08 1.31+0.07B
500 320+6.3 2.15+0.11 1.36+0.11 B
1000 50.0 £ 3.0 1.97+0.12 1.78+0.13 A
2000 56.4+9.6 2.05+0.22 1.96+0.17 A
P
0.114%¢ 0.706"% 0.001""

®IBA dozlar1 mikro geliklere aseptik kosullarda 10 saniye siireyle hizli daldirma yontemi ile uygulanmig
ve kiiltiirler ilk 5 giin tamamen karanlik kosullarda inkiibe edilmistir.

b Kklenme diizeyi, 1 = zayif, 2 = orta, 3 = iyi, 4 = ¢ok iyi; kallus diizeyi, 0 = yok, 1 = kii¢iik, 2 = orta, 3 =
biiytik, 4 = ¢ok bilyiik.

¢ Siitunlardaki farkli harfler Duncan testine (P<0.05) gore her genotipte IBA dozlan arasindaki farklilig
gostermektedir.

04 E_testine gore farkliliklar dnemli degil, ": P < 0.05, 7 : P<0.01ve " : P <0.001 diizeyinde énemli.
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4.1.1 OHxF 333 armut klonunda in vitro koklendirme bulgular:

OHxF 333 armut klon anacinda in vitro kéklenme oran1 ve kdklenmis mikro ¢eliklerde
kallus diizeyi bakimindan IBA dozlar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda
onemli bulunurken, koklenme diizeyi bakimindan uygulamalar arasindaki farkliliklar

onemli olmamistir (Cizelge 4.1).

Bu genotipte en yiiksek in vitro koklenme orani %59.4+6.9 ile 250 ppm IBA
uygulamasindan elde edilmistir. Bunu %43.1+8.0 ile 500 ppm IBA uygulamasi
izlemistir. Bu iki doz arasindaki farklilik istatistiksel anlamda Onemsizdir. IBA’nin
1000 ve 2000 ppm dozlarinda ise koklenme orani sirasiyla %9.0+2.3 ve %4.0+2.3
olarak oldukca diisiik seviyelerde gergeklesmistir (Cizelge 4.1).

OHXxF 333 armut klonunda yiiksek IBA dozlar1 kallus gelisimini de 6nemli diizeyde
artirmigtir. Kallus diizeyi (0-4) 1000 ppm ve 2000 ppm IBA dozlarinda sirasiyla
2.50+0.33 ve 2.83+0.44 olarak kaydedilmistir. IBA’nin 250 ve 500 ppm dozlarinda ise
kallus diizeyi 1.48+0.15 (Sekil 4.1) ve 1.73+0.16 olarak istatistiksel anlamda
digerlerinden 6nemli diizeyde daha diisiik ve benzer degerlerde belirlenmistir (Cizelge
4.1).

Bu klonda farkli IBA dozlarinda koklenme diizeyi 1.33+0.33 ile 2.43+0.40 arasinda

saptanmis ve tiim degerler ayni istatistik grup igerisinde yer almistir (Cizelge 4.1).

Sekil 4.1 OHxF 333 klon anacinda 250 ppm IBA uygulamasi ile in vitro kosullarda
koklendirilmis mikro ¢eliklerin gdériintimii
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4.1.2 AH-32 ahlat klonunda in vitro koklendirme bulgular:

Bu calismada en yiiksek in vitro koklenme oranlarinin kaydedildigi AH-32 ahlat
klonunda bu bakimdan en yiiksek deger %73.5+11.3 ile 1000 ppm IBA dozunda
belirlenmis olmakla birlikte bu uygulama ile 500 ppm (%72.5+6.3) ve 250 ppm
(%60.6+4.5) IBA uygulamalar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda Gnemli
olmamistir. Bu genotipte in vitro koklenme oran1 2000 ppm IBA dozunda %37.9+10.6
ile diger uygulamalardan 6nemli diizeyde daha diisiik bulunmustur (Cizelge 4.1).

Koklenme diizeyinin 2.15+0.23 ile 2.78+0.19 arasinda degistigi bu Pyrus genotipinde

bu bakimdan IBA dozlar1 arasindaki farkliliklar 6nemli olmamistir (Cizelge 4.1).

AH-32 ahlat klonunda da kallus diizeyi IBA dozunun artmasiyla birlikte 6nemli
diizeyde yiikselmis, 1000 ve 2000 ppm IBA uygulamalarinda sirasiyla 2.55+0.25 ve
2.90+0.19 olarak saptanmistir. Oysa 250 ppm IBA uygulamasinda kallus diizeyi
0.96+0.12 ile istatistiksel anlamda en diisiik seviyede kaydedilmistir (Sekil 4.2). Bunu
1.50+0.14 ile 500 ppm IBA uygulamasi izlemistir (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.2 AH-32 ahlat klonunda 250 ppm IBA uygulamasi ile in vitro kosullarda
koklendirilmis mikro geliklerin goriintimii
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4.1.3 AH-75 ahlat klonunda in vitro koklendirme bulgular:

AH-75 ahlat klonunda mikro celiklerin in vitro koklenme oranlar1 ve koklenme
diizeyleri iizerine IBA uygulamalarinin etkisi istatistiksel anlamda benzer olmustur. Bu
genotipte koklenme orani %32.0+6.3 ile %56.44+9.6 ve koklenme diizeyi 1.97+0.12 ile
2.1940.08 arasinda degismistir. Kallus diizeyi AH-75’te de diger genotiplerde oldugu
gibi IBA dozunun artmasiyla birlikte 6nemli diizeyde yiikselmistir. Bu deger, 250 ve
500 ppm IBA uygulamalarinda 1.31+0.07 (Sekil 4.3) ve 1.36+0.11 iken 1000 ve 2000
ppm IBA uygulamalarinda 1.78+0.13 ve 1.96+0.17 (Sekil 4.4) olmustur (Cizelge 4.1).

Sekil 4.3 AH-75 ahlat klonunda 250 ppm IBA uygulamasi ile in vitro kosullarda
koklendirilmis mikro ¢eliklerin gdriintimii

Sekil 4.4 AH-75 ahlat klonunda 2000 ppm IBA uygulamasi ile in vitro kosullarda
koklendirilmis mikro ¢eliklerin gdériiniimii
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4.2 Pyrus Genotiplerinde Ex Vitro Koklendirme Bulgulari

Bu calismada ex vitro kosullarda hizli daldirma yontemiyle 250, 500, 1000 ve 2000
ppm IBA uygulanmis, ardindan yiizen su kiiltiirii ve sera kosullarinda perlit ortama

dikilmis mikro ¢eliklerde kklenme meydana gelmemistir.

4.3 In Vitro Bitkicikleri Dis Kosullara Alistirma Bulgular:

Bu ¢aligmada Pyrus genotiplerinde mikro gelikleri in vitro kosullarda koklendirildikten
sonra sera kosullarinda plastik tiinel altinda perlit ortamda dis kosullara alistirma
denemeleri basarisiz olmustur. Bununla birlikte in vitro bitkicikleri yiizen su kiiltiirii
teknigi ile dis kosullara alistirma denemeleri basarili sonu¢ vermis ve elde edilen

bulgular ¢izelge 4.2’de sunulmustur.

4.3.1 OHxF 333 armut klonunda in vitro bitkicikleri yiizen su kiiltiirii teknigi ile
dis kosullara ahstirma bulgular

Cizelge 4.2°de goriildiigii tizeri OHxF 333 armut klonunda in vitro bitkiciklerin yiizen
su kiiltiirti teknigi ile dis kosullara alistirilmasinda kiiltiirlerin 4. haftasinin sonunda en
yiiksek canlilik oram1 %88.6+5.1 ile in vitro koklendirme asamasinda 250 ppm IBA
uygulanmis bitkiciklerde kaydedilmistir (Sekil 4.5). Bunu %50.9+15.0 ile 500 ppm IBA
uygulamasiyla koklendirilmis bitkicikler izlemistir. Bu genotipte 1000 ve 2000 ppm
IBA ile koklendirilmis olanlarda canlilik orant %18.1£11.2 ve %4.34+3.0 olarak ¢ok
diisiik diizeylerde gerceklesmistir (Cizelge 4.2).

Dis kosullara alistirilmis bitkiciklerde canlilik diizeyi, koklendirme asamasinda 500
ppm IBA uygulanmislarda 3.41+0.35 ile digerlerinden 6nemli diizeyde daha yliksek
bulunmustur. Bunu 2.55+0.14 ve 2.30+0.87 ile sirasiyla 250 ve 1000 ppm IBA
uygulamalan takip etmistir. Bu iki deger arasinda istatistiksel anlamda Onemli bir
farklilik ortaya cikmamistir. Koklendirme asamasinda 2000 ppm IBA uygulanmis
bitkiciklerde ise canlilik diizeyi bir hayli disiik seviyede (0.89+0.24) gergeklesmistir
(Cizelge 4.2).

67



Cizelge 4.2 Pyrus genotiplerinde in vitro koklendirme asamasinda uygulanan IBA
dozlarinin, yiizen su kiiltiri teknigi ile Dbitkicikleri dis kosullara
alistirmada canlilik orani, canlilik diizeyi ve gelisme Ozellikleri tizerine

etkileri
IBA Dozlan
Ozellik 250 ppm 500 ppm 1000 ppm 2000 ppm P
OHXxF 333
Canlilik orani1 (%) 88.6+51A° 509+150B 18.1+11.2C 43+3.0C 0.000"
Canhlik diizeyi (1-4) 2.55+0.14B 3.41+035A 230+0.87B 0.89+0.24C 0.008"
Bitkicik boyu (cm) 32+02A 28+03A 17+07B 09+03C 0.008"
Yaprak sayis1 (adet) 43+04AB 54+08A 31+1.1B 13+07C 0.023
Kok sayisi (adet) 31+05B 4.0+05B 57+10A 06+02C 0.016

En uzun kék uzunlugu (cm) 18+02A 1.7+03A 14+07A 03+03B 0.039
Kok gelisim diizeyi (1-4)° 2.03+0.13A 257+0.27A 2.03+0.85A 0.63+021B 0.008"

AH-32
Canhhk oram (%) 66.7+102A 0.0+00C 167+74B 00+00C 0.000
Canhilik diizeyi (1-4) 1.86 +0.33 - 1.89+0.56 - 0.968%
Bitkicik boyu (cm) 09+0.3 2 14+06 _ 0.487°%
Yaprak saysi (adet) 45+1.1 - 3.7+13 - 0.638%*
Kok saysi (adet) 0.9+0.2 - 12+0.3 - 0.407%%
En uzun kok uzunlugu (cm) 2.0£0.5 - 23+1.2 - 0.822%¢
Kok gelisim diizeyi (1-4)° 1.26 +0.26 - 1.22+0.11 - 0.911%¢

AH-75
Canlilik orani (%) 66.7+13.3A 0.0+00B 00+00B 467+67A 0.000
Canhilik diizeyi (1-4)* 2.13+0.59 - - 167029 0519°
Bitkicik boyu (cm) 1.6+0.3 - - 1.0+0.1 0.192%¢
Yaprak sayisi (adet) 4.8+0.6 - - 3.7+£0.4 0.188%¢
Kok sayisi (adet) 13+0.3 - - 09+0.1 0.165%%
En uzun kok uzunlugu (cm) ~ 1.6+0.6 - - 06+0.1  0.140™*
Kok gelisim diizeyi (1-4)° 130+0.25 - - 090006 0.196°%

& Canlilik diizeyi, 1 = kotii, 2 = orta, 3 = iyi, 4 = ¢ok iyi; kok gelisim diizeyi, 1 = zayif, 2 = orta, 3 = iyi, 4
= ¢ok iyi.

® Aym satirdaki harfler Duncan testine (P<0.05) gére IBA dozlar arasindaki istatistiksel farklilign
durumunu gostermektedir.

04 F_testine gore aradaki farkliliklar 6nemli degil, : P <0.05, " : P <0.01ve " : P < 0.001 diizeyinde
onemli.

68



OHxF 333 armut klonunda koklenme asamasinda diisiik IBA dozu uygulanmisg
bitkiciklerin dis kosullara alistirma asamasinda boyu istatistiksel anlamda 6nemli bir
farklilikla daha yiiksek bulunmustur. In vitro koklendirmede 250 ve 500 ppm IBA
uygulanmis bitkiciklerde dis kosullara alisma sonrasinda boy degerleri sirastyla 3.2+0.2
cm ve 2.84+0.3 cm olarak ol¢iilmiistiir. Bu iki deger arasindaki farklilik 6nemsizdir. Bu
degerleri 1.7+0.7 cm ile 1000 ppm ve 0.9+£0.3 cm ile 2000 ppm IBA uygulamasi ile
koklendirilmis bitkicikler izlemistir (Cizelge 4.2).

Yaprak sayist bakimindan da diisiik IBA dozlar ile koklendirilmis bitkiciklerde daha iyi
sonug¢ alinmistir. Koklenme asamasinda 250 ve 500 ppm IBA uygulanmis bitkiciklerde
yaprak sayisi sirasiyla 4.3+0.4 adet ve 5.4+0.8 adet olarak kaydedilmistir. Bu degerler
1000 ppm (3.1+1.1 adet) ve 2000 ppm (1.3+0.7 adet) IBA uygulanmis olanlardan daha
yiiksektir (Cizelge 4.2).

Bu armut klonunda bitkiciklerde en yiiksek kok sayisi 5.7+1.0 adet ile istatistiksel
anlamda Onemli bir farklilikla in vitro koklendirme asamasinda 1000 ppm IBA
uygulanmig olanlarda saptanmis, 250 ve 500 ppm IBA uygulanmis olanlar sirasiyla
3.1+0.5 adet ve 4.0+0.5 adet ile bunu takip etmistir. Calismanin en yiiksek IBA dozu
olan 2000 ppm uygulamasinda ise bu genotipin dis kosullara alismis bitkilerindeki
ortalama kok sayis1 0.6+0.2 adet ile en diisiik seviyede kaydedilmistir (Cizelge 4.2).

OHXxF 333 klonunda dis kosullara alismis bitkilerde en uzun kokiin uzunlugu kéklenme
asamasinda 250, 500 ve 1000 ppm IBA uygulanmis olanlarda istatistiksel anlamda
benzer degerlerde, 1.4+0.7 cm ile 1.840.2 cm arasinda degisirken, 2000 ppm IBA
uygulanmis olanda ¢ok diistik (0.3£0.3 cm) saptanmistir. Kok gelisim diizeyi de benzer
bir seyir gostermis, 250, 500 ve 1000 ppm IBA uygulanmis olanlarda (2.03+0.13-
2.57+0.27), 2000 ppm uygulanmis olandan (0.63+0.21) 6nemli bir farklilikla daha
yiiksek degerlerde bulunmustur (Cizelge 4.2).
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RERTE

Sekil 4.5 OHxF 333 klon anacinda 250 ppm IBA uygulamasi ile in vitro kosullarda
koklendirilmis mikro c¢eliklerin yilizen su kiiltiirii teknigi ile dis kosullara
alismis 4 haftalik bitkiciklerin strafor viyol i¢inde goriinimii

4.3.2 AH-32 ahlat klonunda in vitro bitkicikleri yiizen su kiiltiirii teknigi ile dis
kosullara ahstirma bulgular:

AH-32 klonunda in vitro bitkiciklerin dis kosullara alistirllmasinda en yiiksek canlilik
orant %66.7+10.2 ile koklenme asamasinda 250 ppm IBA uygulanmis olanlarda
kaydedilmistir (Sekil 4.6). Koklenme asamasinda 500 ve 2000 ppm IBA uygulanmis
olan in vitro bitkicikler dis kosullara alisamamis, 1000 ppm IBA uygulanmis olanlar ise
sadece %16.7+7.4 oraninda dis kosullara aligarak canli kalabilmistir (Cizelge 4.2). Bu
ahlat genotipinde dis kosullara alismis bitkiciklerin canlilik diizeyi ve bitki gelisme
ozellikleri {izerine koklendirme asamasinda 250 ve 1000 ppm IBA uygulanmis olanlar
arasindaki farkliliklar ise istatistiksel anlamda 6nemli bulunmamigtir. Canlilik diizeyi
sirastyla 1.86+0.33 ile 1.89+0.56, bitkicik boyu 0.9+0.3 cm ile 1.4+0.6 cm ve yaprak
sayist 4.5+1.1 adet ile 3.7+1.3 adet arasinda kaydedilmistir. Kok sayis1 0.9+0.2 adet ile
1.2+0.3 adet, en uzun kokiin uzunlugu 2.0+0.5 cm ile 2.3+1.2 cm ve kok gelisim diizeyi
de 1.26+0.26 ile 1.22+0.11 arasinda belirlenmistir (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.6 AH-32 ahlat klonunda 250 ppm IBA uygulamasi ile in vitro kosullarda
koklendirilmis mikro c¢eliklerin yiizen su kiiltiirii teknigi ile dis kosullara
alismis 4 haftalik bitkiciklerin strafor viyol i¢inde goriinimii

4.3.3 AH-75 ahlat klonunda in vitro bitkicikleri yiizen su kiiltiirii teknigi ile dis
kosullara ahstirma bulgular:

AH-75 klonunda ise koklenme agamasinda sadece 250 ve 2000 ppm IBA uygulanmis in
vitro bitkicikler dis kosullara alisabilmistir. Bu iki uygulamadan gelen bitkiciklerin
yiizen su kiiltiirlerinde dis kosullara alisma siirecinin sonunda canli kalma oranlari
%66.7+13.3 ve %46.7+6.7 olarak belirlenmis ve degerler istatistiksel anlamda benzer
olmustur. Dis kosullara alismis bitkiciklerde canlilik diizeyi ve bitkiciklerin gelisme
ozellikleri arasinda da istatistiksel bakimdan farkliliklar kaydedilmemistir. Canlilik
diizeyi sirastyla 2.13+£0.59 ile 1.67+0.29, bitkicik boyu 1.6+0.3 cm ile 1.0+0.1 cm ve
yaprak sayis1 4.8+0.6 adet ile 3.7+0.4 adet arasinda saptanmistir. Kok sayist 1.3+0.3
adet ile 0.940.1 adet, en uzun kokiin uzunlugu 1.64+0.6 cm ile 0.6+£0.1 cm ve kok gelisim
diizeyi 1.30+0.25 ile 0.90+0.06 arasinda kaydedilmistir (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.7 AH-75 ahlat klonunda 250 ppm IBA uygulamasi ile in vitro kosullarda
koklendirilmis mikro c¢eliklerin yiizen su kiiltlirii teknigi ile dis kosullara
aligsmis 4 haftalik bitkiciklerin strafor viyol i¢inde goriiniimii

4.3.4 Yiizen su Kkiiltiirii teknigi ile in vitro bitkicikleri dis kosullara ahistirma
bakimindan Pyrus genotiplerinin karsilastirilmasi

Pyrus genotiplerinde in vitro bitkiciklerin yiizen su kiiltiirii teknigi ile dis kosullara
alistirilmasinda koklendirme asamasinda 250 ppm IBA uygulamasi, 500 ppm,1000 ppm
ve 2000 ppm IBA dozlarina gore daha etkili bulunmustur (Cizelge 4.2). Bu nedenle
sonraki in vitro koklendirme denemelerinde 250 ppm IBA uygulamasi esas alimmuistir.
Bu uygulama ile ti¢ Pyrus genotipinde in vitro bitkiciklerin yiizen su kiiltiirii teknigi ile

dis kosullara alisma performanslari ¢izelge 4.3’de karsilastirilmistir.

Calismada yiizen su kiiltiirii teknigi ile in vitro bitkicikleri dis kosullara alistirmada
bitkilerde canlilik orani, boy, kok sayisi, en uzun kokiin uzunlugu ve kok gelisim diizeyi
bakimindan genotipler arasindaki farklilik istatistiksel anlamda 6nemli bulunurken,

canlilik diizeyi ve yaprak sayis1 bakimindan ortaya cikan farkliliklar 6nemsiz olmustur

(Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3 Yiizen su kiiltiirii teknigi ile in vitro bitkicikleri dis kosullara alistirmada
bitkiciklerde canlilik orani, diizeyi ve gelisme Ozellikleri bakimindan
Pyrus genotiplerinin karsilastiriimas:®

Ozellik OHXxF 333 AH-32 AH-75 P
Canlilik oram (%) 84.0+3.8A° 62.7+4.4B 64.7+7.6B 0.000™"
Canlilik diizeyi (1-4)° 2.74+0.12 2.27+0.18 2.35+0.30 0.167%*
Bitkicik boyu (cm) 32+02A 14+0.1B 1.6+0.2B 0.000™"
Yaprak sayisi (adet) 40+0.2 39+04 46+0.6 0.493%*
Kok sayisi (adet) 55+0.4A 09+0.1B 14+0.1B 0.000""
En uzun kék uzunlugu (cm) 1.3+0.1B 4504 A 1.1+0.3B 0.000""
Kok gelisim diizeyi (1-4)° 2.56+0.13 A 1.60+0.17 B 1.53+0.17B 0.000""

# Koklendirme asamasimda mikro geliklere 250 ppm IBA dozu aseptik kosullarda hizl1 daldirma yontemi
ile 10 saniye siireyle uygulanmustir.

® Canlilik diizeyi, 1 = kotii, 2 = orta, 3 = iyi, 4 = ¢ok iyi; kok gelisim diizeyi, 1 = zayif, 2 = orta, 3 = iyi, 4
= ¢ok iyi.

¢ Aym satirdaki harfler Duncan testine (P<0.05) gore genotipler arasindaki istatistiksel farkliligm
durumunu gostermektedir.

04 E_testine gore aradaki farkliliklar 6nemli degil, : P <0.05, " : P <0.01ve " : P < 0.001 diizeyinde
onemli.

Calismada genel olarak OHxF 333 armut klonunun in vitro bitkiciklerinin dis kosullara
alisma performansi, AH-32 ve AH-75 ahlat klonlarindan daha yiiksek olmustur (Cizelge
4.3). Dort haftalik dis kosullara alistirma siirecinin sonunda bitkiciklerde canlilik orani
OHXxF 333 klonunda %84.0+3.8 ile istatistiksel anlamda 6nemli bir farklilikla ahlat
Klonlarindan daha yiiksek bulunmustur. OHxXF 333’0, %64.7+7.6 ile AH-75 ve
%62.7+4.4 ile AH-32 izlemistir. Bu bakimdan ahlat klonlar1 arasindaki farklilik 6nemli
olmamistir. Pyrus genotiplerinde bitkiciklerin canlilik diizeyi 2.27+0.18 ile 2.74+0.12
arasinda degismistir. Bu bakimdan genotipler benzer degerlere sahip olmustur. OHxF
333 klonunda mikro ¢ogaltilmis bitkiciklerin boyu 3.2+0.2 cm ile her iki ahlat
klonundan (1.4+0.1 cm ve 1.6+0.2 cm) onemli diizeyde daha yiiksek bulunmustur.
Ahlat klonlart arasindaki farklilik ise nemli olmamistir. Yaprak sayist yoniinden her ii¢
Pyrus genotipi de istatistiksel anlamda benzer degerlere sahip olmus ve yaprak sayilar
3.9£0.4 adet ile 4.6+0.6 adet arasinda degismistir. In vitro bitkiciklerin dis kosullara
alismasinda OHxF 333 klonunun yiiksek performansi, kok sayist ve kok gelisim
diizeyin de de ortaya ¢ikmistir. Ortalama kok sayist OHxXF 333 klonunda 5.5+0.4 adet
ile ahlat klonlarindan (0.9+0.1 adet ve 1.4+0.1 adet) onemli diizeyde daha yiiksek
saptanmistir. Kok gelisim diizeyi de OHxF 333 klonunda 2.56+0.13 ile ahlat
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klonlarindan (1.60+0.17 ve 1.53+0.17) daha yiiksek olmustur. Her iki parametre
bakimindan ahlat klonlar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda 6nemli olmamustir.
En uzun kokiin uzunlugu ise AH-32 ahlat klonunda 4.5+0.4 cm ile OHxF 333 ve AH-75
klonlarindan daha yiiksek kaydedilmistir (Cizelge 4.3).

Calismada ylizen su kiiltiirii teknigi ile dis kosullara alistirilmig in vitro bitkiciklerde
incelenen yaprak anatomik oOzelliklerinden sadece yaprak alt yiizeyi stoma indeksi
bakimindan genotipler arasindaki farklilik istatistiksel anlamda onemli bulunurken,

diger parametreler bakimindan ortaya ¢ikan farkliliklar 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 Yiizen su kiiltlirti ile dis kosullara alistirilmis in vitro bitkiciklerin yaprak
anatomik 6zellikleri yoniinden Pyrus genotiplerinin karsilastiriimasi®

Ozellik OHXxF 333 AH-32 AH-75 P

Yaprak Ust Kesit Yiizeyi
Stoma sayisi (adet/mm?) 275.8 +49.0 252.0 + 69.1 211.0+50.5 0.726%%
Stoma indeksi (%) 93.8+1.2 932+1.7 93.1+2.2 0.956%%

Yaprak Alt Kesit Yiizeyi
Stoma sayisi (adet/mm?) 208.3 +23.8 153.6 £29.2 213.8+ 6.4 0.183%¢
Stoma indeksi (%) 92.3+0.9 AB® 89.4+20B 955+ 0.1 A 0.038"
Yaprak stoma indeks orani 1.02 +0.02 1.06+ 0.01 0.97 +0.02 0.102%*
Yaprak mezofil kahnhigi (um)  170.3+11.2 153.0 + 18.2 173.7+11.6 0.569%*

# Kéklendirme asamasida mikro geliklere 250 ppm IBA dozu aseptik kosullarda hizli daldirma ydntemi
ile 10 saniye siireyle uygulanmustir.

® Aymi satirdaki harfler Duncan testine (P<0.05) gére genotipler arasindaki istatistiksel farkliligm
durumunu gostermektedir.

04 F-testine gore aradaki farkliliklar 6nemli degil, " : P < 0.05 diizeyinde 6nemli.

Pyrus genotiplerinde yaprak iist kesit yiizeyinde stoma sayis1 211.0+50.5 adet/mm? ile
275.8+49.0 adet/mm?, stoma indeksi %93.1+2.2 ile %93.8+1.2 arasinda belirlenmistir.
Yaprak alt kesit ylizeyinde stoma sayis1 genotiplerde istatistiksel anlamda benzer olarak
153.6+50.5 adet/mm? ile 213.8+6.4 adet/mm? adet arasinda saptanirken, stoma indeksi
onemli bir farklilikla AH-75 ahlat ve OHxF 333 armut klonlarinda sirasiyla %95.5+0.1
ve %92.3+0.9 ile AH-32 ahlat klonundan (%89.4+2.0) daha yiiksek bulunmustur.
Yaprak stoma indeks orani da Pyrus genotiplerinde 0.97+0.02 ile 1.06+0.01 arasinda

saptanmistir. Yaprak mezofil kalinlig1 bakimindan da genotipler benzer sonuglara sahip
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olmustur. Bu parametre 153.0+18.2 um (AH-32) ile 173.7+11.6 um (AH-75) arasinda
belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Yiizen su kiiltiirti teknigi ile dis kosullara alistirilmis in vitro bitkiciklerde klorofil a,
klorofil b ve toplam klorofil bakimindan Pyrus genotipleri arasindaki farklilik

istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 Yiizen su kiiltiirli ile dis kosullara alistirilmis in vitro bitkiciklerin klorofil
ozellikleri yoniinden Pyrus genotiplerinin karsilastiriimas:®

Ozellik OHXF 333 AH-32 AH-75 P
Klorofil a (mg/g) 0.0565 + 0.0045 B 0.0760 +0.0020 B 0.1413 £0.0265 A 0.029™°
Klorofil b (mg/g) 0.5870+0.0302 B 0.7350 + 0.0200 A 0.7303 +0.0096 A 0.009™
Toplam klorofil (mg/g) 0.6160 +0.0341 B 0.8110+ 0.0220 AB 0.8136 +0.0108 A 0.001"

4 Koklendirme asamasmda mikro geliklere 250 ppm IBA dozu aseptik kosullarda hizli daldirma ydntemi
ile 10 saniye siireyle uygulanmustir.

® Ayni satirdaki harfler Duncan testine (P<0.05) gore genotipler arasindaki istatistiksel farkliligim
durumunu gostermektedir.

¢ F-testine gore aradaki farkliliklar P <0.05, P <0.01 ve p < 0.001 diizeyinde dnemli.

Calismada yer alan Pyrus genotipleri arasindan ahlat klonlarinin genel olarak klorofil
degerlerinin OHxXF 333 armut klonundan daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Cizelge
4.5). Klorofil a miktar1 bakimindan en yiiksek deger 0.1413+0.0265 mg/g ile AH 75
klonunda belirlenirken, klorofil b 0.7350+0.0200 mg/g ve 0.7303+0.0096 mg/g ile AH-
32 ve AH-75 klonlarinda tespit edilmistir. Toplam klorofil miktar1 da ahlat klonlarinda,
OHxF 333 armut klonundan 6nemli diizeyde daha yiiksek kaydedilmistir. Bu deger,
OHXxF 333 armut klonunda 0.6160+0.0341 mg/g iken AH-75 ve AH-32 klonlarinda
sirastyla 0.8136+0.0108 mg/g ve 0.8110+0.0220 mg/g olarak bulunmustur (Cizelge
4.5).

4.4 Sera Kosullarinda Gelistirilen U¢ Ayhk Bitkilere Ait Bulgular

Pyrus genotiplerinin 250 ppm IBA ile in vitro kosullarda koklendirilmis ve yiizen su
kiltiirti teknigi ile 4 haftalik siiregte dis kosullara alistirilmis olan bitkicikleri %80 torf
ve %20 perlit karistmimin bulundugu kiigiik saksilara dikilerek sera kosullarinda ii¢ ay

stireyle gelismeye alinmistir. Bu siirecin basindan itibaren ahlat klonlarinda bitkilerin
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tamam1 kaybedilmistir. OHxF 333 armut klonunun bitkileri ise li¢ aylik gelisme
periyodunu basariyla tamamlamistir. Bu Klon anagta 71 adet bitkide ii¢ aylik bitkilerin
gelisme Ozelliklerine ait ortalama bulgular ¢izelge 4.6’da sunulmustur. Cizelge 4.6’da
gorilebilecegi gibi OHxF 333 klonunda sera kosullarinda ii¢ aylik periyotta bitki boyu
1.5 kat artis gostererek 4.9 cm’ye, yaprak sayisi 3.2 kat artarak 13.0 adede ulagmustir.
Bitkilerin gelismesi iyi diizeyde (3.1 seviyesinde) kaydedilmistir (Sekil 4.8).

Cizelge 4.6 OHxF 333 armut klon anacinm ii¢ aylik bitkilerinin baz1 gelisme dzellikleri®

Ozellik OHXF 333
Bitki boyu (cm) 49+0.2
Yaprak sayisi (adet) 13.0+£0.3
Bitki gelisme diizeyi (1-4) 3.1+£0.1
Yaprak Ust Kesit Yiizeyi
Stoma sayisi (adet/mm?) 122.8+0.5
Stoma indeksi (%0) 81.9+0.1
Yaprak Alt Kesit Yiizeyi
Stoma sayis1 (adet/mm?) 267.9+243
Stoma indeksi (%) 90.7+0.8
Yaprak stoma indeks orani 0.9+0.01
Yaprak mezofil kalinligi (um) 194.81 +4.6
Klorofil a (mg/g) 0.0793 + 0.0088
Klorofil b (mg/g) 0.6033 +0.0311
Toplam klorofil (mg/g) 0.6827 = 0.0288

® In vitro bitkicikler yiizen su kiiltiirii ile iklim odasinda dis kosullara alistirilmis ve ardindan sera
kosullaria tagimmustir.
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Sekil 4.8 OHxF 333 klon anacinin sera kosullarinda gelismis 3 aylik bitkilerinin
goruntimu

OHXxF 333 klonunda incelenen yaprak anatomik 6zellikleri bakimindan yaprak iist kesit
yiizeyinde stoma sayis1 (122.8+0.5 adet/mm?) ve stoma indeksi (%81.9+0.1), sera
kosullarindaki bitkilerde, yiizen su kiiltiiriinden ¢ikartilanlara gére onemli diizeyde
azalmistir (Cizelge 4.6 ve 4.7). Bahge kosullarindaki ana bitkilerin yaprak anatomik
ozellikleri ve klorofil 6zellikleri ile de karsilastirmalarin yapildigi bu tez ¢aligmasinda
OHXxF 333 klonunda, ahlat klonlarinda oldugu gibi yapraklarmin st kesit yiizeylerinde

stoma tespit edilememistir (Cizelge 4.7).

Yaprak alt kesit ylizeyindeki stoma sayisi bakimindan ise OHxF 333 klonunda sera
kosullarinda gelistirilmis li¢ aylik bitkiler, ylizen su kiiltiirlinden ¢ikartilmis bitkiler ile
istatistiksel anlamda benzer bulgular ortaya koymustur (Cizelge 4.7). Her iki gelisme
asamasina gore bahge kosullarindaki bitkilerin yaprak alt kesit ylizeyindeki stoma
sayisinin onemli diizeyde daha diisik oldugu (160.8+11.7 adet/mm?) bu genotipte
yaprak alt kesit yiizeyi stoma indeksi degerleri arasinda ise Onemli bir farklilik
kaydedilmemistir. Yaprak stoma indeksi ili¢ aylik bitkilerde 0.90+0.01 ile yiizen su
kiiltiirtinden ¢ikartilmig bitkilere gore onemli diizeyde daha diisiik bulunmustur. Yaprak
mezofil kalinhig ise tim gelisme asamasi ve kosulda istatistiksel anlamda benzer
sonuglar vermis ve 170.3=11.2 um ile 194.8+4.6 um arasinda tespit edilmistir (Cizelge
4.7).
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Cizelge 4.7 Pyrus genotiplerinde yiizen su kiiltiiriinden ¢ikartilan, sera kosullarinda
gelistirilen bitkiler ve bahge kosullarindaki ana bitkilerin yaprak anatomik
Ozellikleri ve klorofil 6zelliklerinin karsilastirilmasi

Yiizen su ..
e e Uc ay serada Bahge
Ozellik kultiiranden gs:eli);tirilen kosullarlcndaki P
cikartilan bitki L
- itkiler ana bitkiler
bitkiler
OHXxF 333
Yaprak Ust Kesit Yiizeyi
Stoma sayisi (adet/mm°) 275.8 £49.0 A®? 122.8+0.5B 0.0£0.0 0.036
Stoma indeksi (%) 938+ 1.2A 81.9+0.1B 0.0+0.0 0.001™"
Yaprak Alt Kesit Yiizevi
Stoma sayisi (adet/mm°) 208.3 +23.8 AB 267.9+24.3 A 160.8+11.7B 0.030
Stoma indeksi (%) 923+0.9 90.7+ 0.8 89.3+0.7 0.109%¢
Yaprak stoma indeks orani 1.02+0.02 A 090+0.01B 0.0+0.0 0.008™
Yaprak mezofil kalinhgi (um)  170.3+11.2 194.8 £ 4.6 191.8+2.7 0.098%¢
Klorofil a (mg/g) 0.0565 +0.0045  0.0793 + 0.0088 0.0410 0.098%*
Klorofil b (mg/g) 0.5870 £ 0.0302  0.6033 +0.0311 0.4830 0.339%*
Toplam klorofil (mg/g) 0.6160 £ 0.0341  0.6827 + 0.0288 0.5240 0.133%*
AH-32
Yaprak Ust Kesit Yiizeyi
Stoma sayisi (adet/mm?2) 252.0 £69.1 - 0.0+0.0 -
Stoma indeksi (%0) 932+1.7 - 0.0+£0.0 -
Yaprak Alt Kesit Yiizeyi
Stoma sayisi (adet/mm2) 153.6 + 29.2 - 133.4+24.2 0.622%*
Stoma indeksi (%) 89.4+2.0 - 84.6+2.2 0.185%
Yaprak stoma indeks orani 1.06+0.01 - 0.0+0.0 -
Yaprak mezofil kalinhgi (um)  153.0 + 18.2 - 202.4 + 4.8 0.059%¢
Klorofil a (mg/g) 0.0760 £+ 0.0020 A - 0.0270 B 0.045"
Klorofil b (mg/g) 0.7350 + 0.0200 - 0.5310 0.107%%
Toplam Klorofil (mg/g) 0.8110 + 0.0220 - 0.5580 0.095%*
AH-75

Yaprak Ust Kesit Yiizeyi
Stoma sayisi (adet/mm?2) 211.0+50.5 - 0.0+£0.0 -
Stoma indeksi (%0) 93.1£2.2 - 0.0£0.0 -
Yaprak Alt Kesit Yiizeyi
Stoma sayisi (adet/mm?2) 213.8+ 6.4 A - 146.7+ 6.8 B 0.002"
Stoma indeksi (%) 95.5+0.1 A - 90.7+ 0.4 B 0.000""
Yaprak stoma indeks oram 0.97 +0.02 - 0.0+£0.0 -
Yaprak mezofil kalinhig (um) 173.7+11.6 - 165.2+4.0 0.530%*
Klorofil a (mg/g) 0.1413 + 0.0265 - 0.0300 0.157%%
Klorofil b (mg/g) 0.7303 + 0.0096 - 0.6790 0.924%¢
Toplam klorofil (mg/g) 0.8136 +£0.0108 A - 0.7090 B 0.017"

% Aym satirdaki harfler Duncan testine (P<0.05) gére genotipler arasindaki istatistiksel farkliligm

durumunu gostermektedir.

04 F_testine gore aradaki farkliliklar Gnemli degil, " : P < 0.05 diizeyinde 6nemli.
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OHxF 333 klonunda incelenen klorofil ozellikleri bakimindan bitkilerde gelisme
asamalar1 ve bahge kosullar1 arasinda onemli farkliliklar kaydedilmemistir. Ug aylik
bitkilerde klorofil a 0.0793+0.0088 mg/g, klorofil b 0.6033+0.0311 mg/g ve toplam
klorofil 0.6827+0.0288 mg/g olarak saptanmstir (Cizelge 4.6 ve 4.7).

Ahlat klonlarinda bitkilerin sera kosullarinda canli kalamadigi bu tez ¢alismasinda AH-
32 klonunda yiizen su kiiltiiriinden ¢ikartilmis bitkiler, bahge kosullarindaki bitkilerden
sadece klorofil a bakimindan onemli diizeyde bir farklilik gostermistir. Yiizen su
kiiltiirinden ¢ikartilmis bitkilerde bu deger 0.0760 mg/g ile bahg¢e kosullarindaki
bitkilerin yapraklarinda belirlenen degerden (0.0270 mg/g) daha yiiksektir. AH-75
klonunda ise OHxF 333 klonu gibi yaprak alt kesit ylizeyinde stoma sayis1 bakimindan
bahge kosullarindaki bitkilerin yapraklarinda kaydedilen deger (146.7+6.8 adet/mm?)
daha diisiiktiir. Ayrica bu klonda yaprak alt kesit ylizeyi stoma indeksi de (%90.7+0.4)
bah¢e kosullarindaki bitkilerin yapraklarinda 6nemli diizeyde daha disiiktiir. Benzer
durum toplam klorofil degerinde de gdzlenmis, yiizen su Kkiiltiiriinden c¢ikartilan
bitkilerde 0.8136 mg/g olan toplam klorofil, bahge kosullarindaki bitkilerin yapraginda
0.7190 mg/g olarak saptanmustir (Cizelge 4.7).
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasinda, baz1 Pyrus genotiplerinin in vitro kosullarda koklendirilmis mikro
celiklerinin dis kosullara alistirllmasinda ve mikro c¢eliklerin ex vitro kosullarda
koklendirilmesinde yilizen su kiiltlirii tekniginin (float hydroculture) kullanim
potansiyeli arastirilmigtir. Calisma, OHxF 333 standart armut klon anact (P. communis

L.) ve iki ahlat klonu (P. elaeagrifolia Pall.) {izerinde yiiriitilmustiir.

Calismada in vitro koklendirme, aseptik kosullarda mikro ¢eliklere 250, 500, 1000 ve
2000 ppm IBA’nin hizli daldirma yontemiyle 10 saniye siireyle uygulanmasiyla
gerceklestirilmistir. Kiiltiirler, ilk 5 giin karanlik kosullarda inkiibe edilmistir. Ibrahim
Ahmed Osman ve Dumanoglu (2020), IBA uygulamasi yapilmadiginda bu genotiplerde
mikro geliklerin koklenmedigini belirtmislerdir. Calismada Pyrus genotiplerinde in vitro
koklenme, IBA dozlarina gore degisen diizeylerde uyarilmistir. IBA, stabil yapisi,
bitkilere toksik olmamasi, doz araliginin genis olmas1 ve ¢ok sayida bitki tiiriinde etkili
olmasi nedeniyle koklendirme amaciyla yaygin olarak kullanilan bir oksin tipidir
(Nordstrom vd. 1991, Epstein ve Ludwig-Miiller 1993, Hartmann vd. 2011). Hizli
daldirma metodu, etil alkol igerisinde ¢Oziinmiis oksinin ¢eliklerin sadece kesim
yiizeyinden degil ayni zamanda c¢ozeltiye batirilmis govde alam1 boyunca da
epidermisden girisine ve hareketine olanak saglayan etkin bir yontemdir (Geneve 2000).
Karanlik uygulamalari, mikro geliklerde adventif kok olusumunu artiran etkili bir
uygulamadir. Elma mikro ¢eliklerinde (M. prunifolia var. Ringo) karanlik
uygulamasinin igsel oksin artis1 yoluyla adventif kok olusumunu sagladigi ve oksin
artisinin MdJARF1, MdGH3;1, MdPAT1-1; MdPIN1, MdCRF2, MdCRF4 ve MdRR10
gibi oksin ve sitokininler ile iliskili genlerin karanlik uygulamasi ile uyarilmasiyla
meydana geldigi gosterilmistir (Li vd. 2022). Bu tez ¢alismasinda OHXF 333 armut klon
anacinda in vitro kosullarda en yiiksek koklenme oranlart %59.4 ve %43.1 ile sirasiyla
250 ve 500 ppm IBA uygulamalarindan elde edilmistir. IBA’nin 1000 ve 2000 ppm
dozlarinda ise koklenme oranlart sirasiyla %9.0 ve %4.0 ile ¢ok diisiikk seviyelerde
kalmigtir. Bu armut anacinda dort IBA dozunun kdklenme diizeyi tizerine etkileri (1-4)
ise istatistiksel anlamda farklilik géstermemis ve 1.3340.33 ile 2.43+0.40 arasinda
kaydedilmistir (Cizelge 4.1). Bulgularimiz, Alizadeh vd.’nin (2018) OHxF 333 armut
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klon anacinda mikro ¢eliklerin in vitro kdklenmesi iizerine hizli daldirma yontemiyle
200 ppm IBA uygulamasindan elde ettikleri bulgular ile uyumludur. Arastiricilar bu
uygulama ile mikro celiklerde koklenme oranini %66.7 ve kdklenme diizeyini de 2.37
olarak belirlemislerdir. Calismamizda AH-32 ahlat klonunda in vitro koklenmenin,
OHxF 333 armut anacindan daha basarili oldugu tespit edilmistir. Bu ahlat klonunda en
yiiksek koklenme sonuglart 250, 500 ve 1000 ppm IBA uygulamalarindan %60.6 ile
%73.5 arasinda degisen oranlarda elde edilmistir. Bu IBA dozlar arasindaki farklilik
istatistiksel anlamda benzerdir. AH-75 klonunda ise koklenme oranlari, IBA dozlar
arasinda onemli bir farklilik olmaksizin %32.0 ile %56.4 arasinda degismistir. Bu
degerler AH-32 klonunun gerisindedir. Aygun ve Dumanoglu (2015), ahlat mikro
celiklerinde in vitro kdklenme oranini ilk 10 giin karanlik uygulamas: ile birlikte 2000
ve 4000 ppm IBA’nin hizli daldirma uygulamasinda sirasiyla %16.7 ve %12.5 olarak
bildirmislerdir. Calismamizda yer alan 2000 ppm IBA hizli daldirma uygulamasinda ise
AH-32 ve AH-75 klonlarinda in vitro kdklenme oranlari sirasiyla %37.9 ve %56.4
olarak kaydedilmistir. Elde ettigimiz degerler, arastiricilarin bulgularindan bir hayli
yiiksektir. Iki calismadaki ahlat genotiplerinin birbirinden farkli olmasinin bunun nedeni
oldugu diistiniilmektedir. Baraldi vd. (1993), kdklenme yetenegi bakimindan genotipler
arasindaki farkliligin, bunlarin oksin alimi ve bu oksini metabolize etmesi ile iligkili
oldugunu belirtmislerdir. Calismamizda IBA dozlarinin kdklenme diizeyi iizerine etkisi
ise her iki ahlat klonunda da OHxF 333 armut anacit gibi 6nemsiz bulunmustur.
Koklenme diizeyi, IBA dozlarimin ortalamasi olarak AH-32 ve AH-75 klonlarinda
sirastyla 2.41 ile 2.09 olmustur. Bununla birlikte yiiksek IBA dozlar1 her ii¢ Pyrus
genotipinde de kallus gelisimini tetiklemis ve kallus diizeyi (0-4), IBA’nin 1000 ve
2000 ppm dozlarinda, 250 ve 500 ppm dozlarina gore 6nemli diizeyde daha yiiksek
bulunmustur. Nisa vd. (2019), biiyiime diizenleyici maddelerin, hiicre bdliinmesini,
gelisimini ve DNA replikasyonunu uyararak kallus olusumunu uyardigini, hormonlarin
sinyal aglarinin, hiicre dongilisii parametrelerini etkiledigini ve hiicre dongiisii
diizenleyici mekanizmalar ve kallus olusumu ile iligkili genler arasinda fonksiyonel
baglantilar kurdugunu ileri slirmektedir. Yiiksek IBA dozlarinda hiicrelerde asir1
miktarda IBA birikmesine bagli olarak ortaya ¢ikan biiylik kallus olusumu, kok ve
govde arasindaki vaskiiler baglantida yaratti§i olumsuzluk nedeniyle saglikli kok ve

bitki gelisimi igin istenilmeyen bir durumdur (Smith vd. 1991, Mokotedi vd. 2000,
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Gaba 2005). Ayrica yiiksek IBA dozlarinda ¢alismamizda OHxF 333 ve AH-32
klonlarinda koklenme oranlarinin da distiigli goriilmiistiir (Cizelge 4.1). Bu sonug,
Gaba (2005) tarafindan ileri siiriilen yiiksek IBA dozlarinin kallus olusumunu tetikledigi
ve kok olusumunu engelledigini goriisii ile paraleldir. Aygun ve Dumanoglu (2015) da
yiiksek IBA dozlarinda (2000 ve 4000 ppm) ahlat mikro ¢eliklerinde diisiik kdklenme
oranlarin1 ve asirt kallus olusumlarini bildirmiglerdir. Bulgularimiz arastiricilarin

bulgulari ile uyumludur.

Ex vitro koklendirme, mikro g¢ogaltimda iiretim, enerji ve kaynak maliyetlerinin
diismesini ve bitkilerin laboratuvardan bahgeye gecis silirecinin  kisalmasini
saglamaktadir. Bu kdklendirme teknigi, in vitro kdklendirmenin aksine klasik ¢ogaltim
yontemlerinde oldugu gibi bitkinin daha fazla lateral kok sayisi, kok uzunlugu ve kok
tilylerine sahip olmasina ve boylece dis kosullara alisma ve bahge kosullarinda yasam
sansinin artmasina yardimci olmaktadir (Martin 2003, Shekhawat ve Manokari 2016).
Bu ¢alismanin hedeflerinden birisi de OHXF 333 armut anaci, AH-32 ve AH-75 ahlat
klonlarinda hizli daldirma yontemiyle IBA uygulanmis mikro ¢elikleri ex vitro
kosullarda yiizen su kiiltiirti teknigi ile koklendirme olmakla birlikte ¢cok sayida tekrar
edilen ex vitro denemelerde maalesef kdklenme saglanamamistir. Clapa vd. (2013) de
ahududu, gojiberi, tas armudu, stevya (sekerotu), Gisela 5 kiraz anaci ve bir bogiirtlen x
ahududu melezi olan Tayberry’de mikro siirgiinleri, yiizen su kiiltiirii teknigi ile ex vitro
kosullarda koklendirememistir. Bulgularimiz, arastiricilarin bu tiirlerdeki bulgulart ile
uyumludur. Bununla birlikte Clapa vd. (2013), yiizen su kiiltiirii teknigini ile bogiirtlen
ve kesme giilde in vitro koklenmeye gerek kalmadan ex vitro kosullarda kéklenme ve
dis kosullara alistirmayi tek bir asama olarak basarmislardir. Calismamizda Pyrus
genotiplerinde ex vitro koklendirme sera kosullarinda mist sistemi altinda perlit ortami
tizerinde de gerceklesememistir. Bu bulgumuz ile benzer olarak Yeo ve Reed (1995),
OPR 157 (P. calleryana), OPR 260 (P. betulifolia) ve OHxF 230 (P. communis) armut
anaglarinda, Shibli vd. (1997) de yabani armudun (P. syriaca) mikro ¢ogaltiminda
mikro ¢eliklerde ex vitro kosullarda koklenme saglayamamiglardir. Bununla birlikte Al-
Maarri vd. (1994) Passe Crassane ve Williams armut ¢esitlerinde, Saadat vd. (2012), P.
glabra armut tiiriinde, Aygun ve Dumanoglu (2015) da P. elaeagrifolia (ahlat) tiiriinde

mikro celiklerde ex vitro kdklenmenin basarili oldugunu bildirmislerdir. Aygun ve
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Dumanoglu (2015), ahlat mikro geliklerinde ex vitro kdklendirme denemelerinde 10
mM IBA hizli daldirma uygulamasiyla %55 koklenme orani ve 1.8 adet/mikro ¢elik kdk
sayisina ulastiklarini belirtmislerdir. Ex vitro koklendirme aragtirmalarindan elde edilen
farkli sonuglar genotip, yontem, uygulanan kimyasal maddelerin yapisi, oksin dozu,
cevre kosullart ya da mikro celiklerin bogum sayist gibi bir¢ok faktérden
kaynaklanabilmektedir (Yan vd. 2010, Aygun ve Dumanoglu 2015).

Diger bitki tiirlerinde oldugu gibi Pyrus genotiplerinin mikro ¢ogaltiminda da in vitro
kosullarda koklendirilmis bitkicikler genel olarak torf, perlit, toprak, vermikulit gibi
ortamlarin tek ya da kombinasyonlar halinde dolduruldugu kaplara dikilerek ve su
kaybin1 engellemek i¢in hava neminin yiiksek seviyelerde tutuldugu sera, tiinel, bitki
yetistirme odalarinda tutularak dis kosullara alistirilmaktadir (Haq ve Kaloo 2010,
Ruzic vd. 2011, Vujovic vd. 2012, Hassanen ve Gabr 2012, Zakavi vd. 2016, Tsoulpha
vd. 2018, Najafabadi ve Roodhollahi 2019). Bununla birlikte ¢alismamizda Pyrus
genotiplerinin in vitro bitkiciklerini mist sisteminin bulundugu sera kosullarinda plastik
tiinel altinda perlit ortami iizerinde dis kosullara alistirma denemeleri maalesef basarisiz
olmustur. Thakur ve Kanwar (2008) da yabani armut tiirti P. pyrifolia’nin in vitro
bitkiciklerinin dig kosullara alistirilmasinda perlit bulunan plastik saksilarda %90-100
nem kosullarinda canlilik oranini sadece %10.5 olarak saptamislardir. Arastiricilar dis
kosullara alistirmadaki bu diisiik oran1 ¢alismalarinda 6zel aklimatizasyon odalarinin
kullanilmamig olmasina baglamiglardir (Thakur ve Kanwar 2008). Pyrus genotipleri ve
diger bircok odunsu bitki tiiriinde in vitro bitkilerin dis kosullara alistirilmasinda yogun
oliimler yasanabilmektedir (Chandra vd. 2010, Chirinea vd. 2012, Kumar ve Rao 2012,
Clapa vd. 2013, Irsyadi 2021). Bitkiciklerin heterotrofik (in vitro) kosullardan ototrofik
(in vivo) kosullara adaptasyonu bir baska ifadeyle dis kosullara alistirilmasi iizerine
bitkiciklerin durumu, nem, 151k yogunlugu ve sicaklik gibi ¢evre kosullari, dikim
ortaminin tipi, bitki besleme, zararli ve mikroorganizmalar gibi bir¢ok faktoriin etkili
oldugu bildirilmektedir (Irsyadi 2021). Calismamizda da in vitro bitkicikler bu faktorler
nedeniyle dis kosullara alistirillamamais ise de bu unsurlarin bertaraf edilmesini saglayan
yiizen su kiiltiiri tekniginin kullanimi ile in vitro bitkicikler 4 haftalik siirecte basariyla
dis kosullara aligtirilabilmistir. Yiizen su kiiltiirii teknigi 6zellikle nem kaybini, zararh

ve mikroorganizmalar ile bulagsmay1 engelleyerek bitki yetistirme ortamlari, sulama ve
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beslenmeye ihtiyac¢ kalmadan in vitro bitkiciklerin dis kosullara alistirilmasini saglayan,
ucuz ve kolay bir teknik olarak gelistirilmistir (Clapa 2013). Bu tez ¢aligmasinda ayrica
in vitro koklendirme denemelerindeki IBA dozlarinin bitkiciklerin dis kosullara
alistirilmasinda 6nemli diizeyde etkili oldugu saptanmustir. Her ti¢ Pyrus genotipinde de
250 ppm IBA uygulamasi ile kdklendirilmis mikro celikler yiizen su kiiltiirii teknigi ile
daha yiiksek canlilik oranlarinda dis kosullara alistirilmistir. Zira IBA’nin yiiksek
dozlar1 mikro geliklerde kallus gelisimini tesvik etmekte, kallus ise koklerin gévde ile
baglantisin1 kesmekte ve buna bagli olarak bitki gelisimini engellemektedir. Ayrica
yiiksek IBA dozlar1 bitki biinyesinde etilen biyosentezini uyararak bitki sagligini
olumsuz etkilemektedir. Bu nedenlerden dolayr in vitro bitkicikler dig kosullara
alisamamaktadir (Grossmann 2010, Steinitz vd. 2010, Kilkenny vd. 2012, Gehlot vd.
2014). Calismamizda diisiik doz olarak 250 ppm IBA uygulamasi ile koklendirilmis
olan li¢ Pyrus genotipinde in vitro bitkiciklerin dis kosullara alisma durumlar1 bakimdan
yapilan karsilagtirmada 4. haftanin sonunda bitki canlilik oranlarinin OHxF 333 armut
klonunda %84.0, AH-32 ahlat klonunda %62.7 ve AH-75 ahlat klonunda %64.7 oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.3). Canlilik oranlarinin yaninda bitki boyu, kok sayisi,
koklenme diizeyi yoniinden en iyi sonuglar OHxF 333 armut klonunda saptanmistir. Bu
sonug, genotiplerin bu bakimdan performanslarinin farkli olmasina baglanmistir. Clapa
vd. (2013), ahududu, siyah frenk tizimii, Gisela 5 kiraz anaci, gojiberi ve tag armudu
(Amelanchier) genotiplerinde in vitro kosullarda koklendirilmis bitkicikleri yiizen su
kiiltiiri ile dis kosullara alistirma basarisinin %57.9 ile %100 arasinda degistigini
bildirmistir. Gisela 5 kiraz anacinda ise bu oran %58 ve tas armudunda %89 olarak
ifade edilmistir. Pyrus genotiplerinde yiizen su kiiltiirii tekniginin ilk kez ele alindigi bu
caligmada OHxF 333 armut (%84.0), AH-32 (%62.7) ve AH-75 (%64.7) ahlat
klonlarindan elde ettigimiz bulgular, belirtilen bitki tiirlerinden elde edilen sonuglar ile
genotip farkliliklarindan dolay1 tamamen olmasa da uyumluluk gostermektedir. Yiizen
su kiiltiirtinde in vitro bitkiciklerin dikim ortaminin su olmasi ve bitkiciklerin bir
kisminin su yilizeyinde kalmasi nedeniyle ilave bir nemlendirme ve havalandirmaya
ihtiya¢ kalmadan in vitro bitkicikler dis kosullara basariyla alisabilmektedir (Clapa
2013).
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Calismamizda yiizen su kiiltiirii teknigi ile 4 haftalik siiregte dis kosullara alistirilmis
bitkicikler %80 torf ve %20 perlit karisiminin bulundugu saksilara dikilerek biiytimeleri
icin sera kosullarina alindiginda ahlat klonlarina ait bitkilerin kisa siirede tamamen
kurudugu gorilmiistir. OHxF 333 armut anacimin bitkileri ise bu kosullarda
gelismelerini siirdiirmiistir. OHxF 333 klon anacinda yaprak alt kesit yiizeyindeki
stoma sayis1 ylizen su kiiltiiriinden ¢ikartilmig bitkiler ile sera kosullarinda gelistirilmis
ic aylik bitkilerde istatistiksel anlamda benzer bulunmustur. Ahlat klonlarinda bitkiler
sera kosullarinda gelistirilemedigi i¢in Yyaprak alt kesit yiizeyindeki stoma sayisi
bakimindan yiizen su kiiltiirlinden ¢ikartilmis bitkiler ile bah¢e kosullarindaki ana
bitkiler karsilastirtlmistir. AH-75 klonunda yiizen su kiiltiiriinden ¢ikartilmis bitkilerin
Stoma sayilar1 daha yiliksek bulunmus ise de AH-32 klonunda bu yonden bitkiler
arasinda O6nemli bir farklilik ortaya ¢ikmamustir. Yaprak mezofil kalinligi yoniinden
calismadaki Pyrus genotiplerinde ylizen su kiiltiiriinden ¢ikartilmis bitkilerin degerleri
ile bahge kosullarindaki ana bitkilerin degerleri arasinda da onemli bir farklilik
bulunmamistir (Cizelge 7). Bulgularimiz yiizen su kiiltiirlinden ¢ikartilmig bitkilerin
genel olarak dis kosullara basariyla alistigini gostermektedir. Wang vd. (2020) ¢ok
yillik bir bitki olan Tai Zi Shen’in (Pseudostellaria heterophylla (Mig.) Pax) mikro
cogaltilmis bitkiciklerinde yapraklarda stoma sayisindaki azalmanin bahge kosullarina
cok daha iyi uyum saglamanin bir isareti oldugunu bildirmektedir. Chandra vd. (2010)
de in vitro kosullarda bulunan bitkiciklerin fonksiyonel olmayan stomalara, zayif kok
sistemine ve yeterince gelismemis kiitikulaya sahip olduguna dikkat ¢ekmektedir. Dis
kosullara alisma sirasinda bitkiciklerde yaprak kalinligi genellikle artmakta, yapragin
mezofil kisminda palizat ve siinger parankimasinda farklilagma ilerlemekte, stoma
yogunlugu azalmakta ve stoma sekli dairesel yapidan elipse doniismektedir. Kiitikul ve
epikiitikular mumlarin gelisimi ve terlemede etkili stomal diizenleme, dis kosullara
transfer edilen bitkinin su potansiyelinde denge saglamaktadir (Chandra vd. 2010). Bu
calismada, OHxF 333 armut klon anacinda yapraklarda toplam klorofil, klorofil a ve b
miktar1 bakimindan yiizen su kiiltliriinden ¢ikartilan, iic ay serada gelistirilen ya da
bahge kosullarindaki ana bitkiler arasinda énemli bir farklilik kaydedilmemistir. Ahlat
klonlarinda ise yiizen su kiiltiiriinden ¢ikartilan bitkiler ile bah¢e kosullarindaki ana
bitkiler arasinda bu yondeki farklililk AH-32 klonunda klorofil a, AH-75 klonunda da

toplam klorofil miktar1 bakimindan 6nemli olmus ve yiizen su kiiltiiriinden ¢ikartilan
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bitkilerde daha yiiksek degerler kaydedilmistir (Cizelge 4.7). Yiiksek klorofil icerigine
sahip bitkicikler, yiiksek fotosentetik yeterlilik nedeniyle dis kosullara alistirmada daha
yiiksek hayatta kalma sansina sahip olabilmektedir (Christensen vd. 2008).

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda OHxXF 333 armut, AH-32 ve AH-75 ahlat klonlarinin
in vitro kosullarda 250 ppm IBA uygulamasi ile koklendirilmis mikro ¢elikleri yiizen su
kiiltiirii teknigi ile sirasiyla %84.0, %62.7 ve 9%64.7 oranlarinda dis kosullara
alistirilmistir. Bununla birlikte yiizen su kiiltiirii teknigi ile mikro ¢eliklerde ex vitro
koklenme saglanamamustir. Ayrica dis kosullara alistirilmis ahlat bitkicikleri sera
ortaminda yasatilamamustir. Bu bitkiciklerin sera kosullarinda da canliliklarinin devami
ve ayni zamanda biiyiime ve gelismeleri i¢in farkli bitki yetistirme ortamlari, biyolojik
ve kimyasal uygulamalar ile siirdiiriilebilir ve ekonomik yeni protokollerin
gelistirilmesi, ayrica ex Vvitro koklendirme ile ilgili basarili yontemlerin bulunmasi igin

¢ok yonli arastirmalarin baslatilmasi 6ncelikli 6nerilerimizdir.
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