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Deneme in vitro sartlarda Bitki Biiyiimesini Artirict Rizobakteri (BBAR)
wklarinin ve IBA’nin GF-677 ile MaxMa-14 klon anaglarinin koklenmesi
lizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla Selguk Universitesi Bahge Bitkileri
Boliimiine ait Biyoteknoloji Laboratuvarinda 2015-2016 yillarinda yiiriitiilmiis-
tiir. /n vitro sartlarinda ¢ogaltilan mikrogeliklerin koklenmesi iizerine BBAR
wrklarinin (Bacillus subtilis 13, Bacillus lentus 13, Bacillus megaterium 14 ve
Rhodotorula spp. 15) etkisini belirlemek i¢in mikrogeliklerin dip kisimlarina
bakteri inokulasyonu yapilmis ve daha sonra IBA igermeyen MS ortamina
dikilmistir. Ayrica, rizobakterilerin etkinligini karsilastirmak amaciyla IBA
ilave edilmis MS ortami1 da denemede kullanilmistir. Uygulamalardan 1 ay
sonra yapilan 6l¢iimler sonucunda BBAR’lerin hem MaxMa-14 hem de GF-
677 anaglarinda koklenmeye etkisi goriilmezken, IBA konsantrasyonunda
(swrastyla %100; %88,8) ve kontrol grubunda (sirasiyla %100; %0) koklenme
tespit edilmigtir. Denemede rizobakteri uygulamalarinda kdklenmenin olma-
masinin gida ortamina triptofan ilavesi yapilmamasindan kaynaklandigi ve
bundan sonra yapilacak c¢alismalarda gida ortamina triptofan eklenmesinin
gerekli oldugu sonucuna varillmastir.

Effect of PGPR applications on rooting of GF-677 and MaxMa-14 in vitro con-

ditions
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The study was conducted in order to determine the effects of PGPRs and IBA
on rooting of GF 677 and MaxMa 14 clonal rootstocks in Selguk University,
Department of Horticulture, Biotechnology Lab in 2015-2016. The microcut-
tings were inoculated by bacteria for determination of the effect of PGPR
strains  (Bacillus subtilis 13, Bacillus lentus 13, Bacillus megateri-
um 14 and Rhodotorula spp. 15) on rooting of microcuttings propagated in
vitro conditions and then they were planted in MS media not including IBA.
Moreover, MS media with IBA was experienced in order to compare rhizobac-
teria efficiency. The measurements of the experiment proceeded 1 month
demonstrated that there were rooting in IBA concentrations (100 and 88.8%,
respectively) and control (100 and 0%, respectively), while PGPRs did not
affect rooting of MaxMa 14 and GF 677. We conclude that there was not any
rooting in rhizobacteria applications due to the lack of tryptophane in media
and tryptophane must be added to media in the future studies.

*Sorumlu yazar email: sevdaguler.2020@gmail.com
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1. Giris

Birgok iilkede meyveciligi gelistirmek, kaliteyi art-
tirmak amaci ile islah ¢alismalari sonucunda, ¢esitli
ozellikleri yoniinden istiinliikleri olan klon anaglari
elde edilmistir. Meyveciligi gelismis olan iilkeler, uzun
yillardan beri degisik ekolojik sartlara uygun olan,
topraktan ve havadan bulagabilen hastalik ve zararlilara
kars1 dayanikli, kolay ¢ogaltilabilen, sik dikime uygun,
meyve bahgesinin kurulmasinin ikinci yilindan itibaren
bol ve kaliteli iiriin veren, budama, hasat, ilaglama gibi
kdiltiirel islemlerin kolaylikla yapilmasina olanak sag-
layan, bodur klonal anaglarla fidan iiretimi yapmakta-
dirlar (Hepaksoy, 2004).

Klon anaglarinin kitlesel ¢ogaltimi ¢elik ve daldir-
ma gibi metotlarla yapilmaktadir. Ancak, ¢ogaltma
sirasinda meydana gelen abiyotik veya biyotik sorunlar
nedeniyle kayiplar biyiikk boyutlara ulasabilmektedir.
Ayrica, mevsime bagli olmasi ve yeterli sayida anaglik
bitkinin bulunmamasi da yine klasik vegetatif iiretim
yontemlerinin kullanimint sinirlayan faktorler arasinda
yer almaktadir. Doku kiiltiirii ile g¢ogaltma sayesinde,
mevsime bagli olmaksizin, hizli olarak dar alanda kisa
stirede fazla sayida anag elde etmek miimkiin olmakta-
dir (Hepaksoy, 2004).

Odunsu  bitkilerin doku kiiltiiri  yontemi ile
¢ogaltilmasinda koklenme bakimindan birgok sorunla
karsilagilmaktadir. Bu teknik bitkilerin performansinin
azalmasina sebep olan bazi biyokimyasal ve histolojik
degisimlere yol agmaktadir (Larraburu ve ark., 2007).
Doku Kkiiltiirii  yonteminde ozellikle koklenmede
stkintilar yaganmaktadir. Kéklenme sorununu ¢dzmek
icin aminoasit (Pedrotti ve ark., 1994), indolasetikasit
(De Klerk ve ark., 1997, Ahmad ve ark., 2003), bazi
vitaminler (Antonopoulou ve ark., 2005) ve triptofan
(Khalid ve ark., 2004; Sharma ve ark., 2014) gibi uygu-
lamalar yapilmaktadir. Bunlardan baska son zaman-
larda kullanimi yayginlagmaya baglamis olan Bitki
Biiylimesini  Artiran Rizobakteriler (BBAR) ile
koklenme sorununa bir ¢6ziim olarak sunuldugu birgok
caligmada bildirilmistir (Ercisli ve ark., 2000; Ercigli ve
ark., 2000a; Ercisli ve ark., 2003; Esitken ve ark.,
2003; Larraburu ve ark., 2007; Teixeira ve ark., 2007;
Peyvandi ve ark., 2010).

Agrobacterium, Bacillus, Streptomyces, Pseudomo-
nas, Alcaligenes gibi patojenik olmayan bakterilerin
geliklere uygulanmasi sonucunda bakterilerin dogal
olarak oksin sentezlemesiyle kdk olusumunu tesvik
ettigi birgok caligmada belirlenmistir (Patena ve ark.,
1988; Goto, 1990; Srinivasan ve ark., 1996; Tripp ve
Stomp, 1997; Esitken ve ark., 2003). Kok olusumunun
mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte oksin

gibi baz1 fitohormonlarin sentezlenmesi, etilen sentezi-
nin engellenmesi ve besin elementlerinin mineralizasy-
onun saglanmastyla gergeklestigi kabul edilmektedir
(Goto, 1990; Steenhoudt ve Vanderleyden, 2000).

BBAR’lerin kdklenme iizerine etkisini belirlemek
iizere yapilan bir calismada, farkli dozda IBA konsant-
rasyonlar1 (2000, 4000 ve 6000 pmm) ile Agrobacte-
rium rubi (A1, Al16, A18) ve Bacillus OSU 142 bakteri
irklart M9 elma anacinin ¢eliklerine uygulanmustir.
Calisma sonucunda uygulamalarin kontrol grubuna
gore daha yiiksek kallus oranina sahip oldugu ve
koklenme yilizdesinin arttigi belirlenmistir (Pirlak ve
Baykal, 2009).

Yabani visne (Prunus cerasus L.)’ nin yesil ve yar1
odunsu ¢eliklerinde yapilan ¢aligmada koklenme
iizerine IBA ve Agrobacterium rubi’ nin etkisi
incelenmistir. Arastirma sonuglarinda kontrol gru-
plarinin her iki ¢elik tipinde de kdklenme goriilmezken
en yiksek koklenme orami yesil gelikte % 65 ve yari
odunsu celikte % 70 ile 250 mg 1™ IBA+ A16 uygula-
masindan elde edilmistir. (Esitken ve ark., 2003).

In vivo sartlarinda yapilan diger bir ¢alismada ise
Kiitahya visne gesiti ¢eliklerinin kdklenmesi amaciyla
geliklere yalniz ve kombinasyon seklinde 2000, 4000
ve 6000 ppm IBA ile Agrobacterium rubi’ nin 3 farkh
ikt (A1, A16 ve A18) uygulanmistir. Sonuglarda kont-
rol grubunda koklenme gézlenmezken, en yiiksek kok-
lenme oramt (%70) 2000 ppm IBA + Al6 uygulama-
sindan elde edilmistir (Ercisli ve ark., 2000).

In vivo sartlarinda yapilan bir diger ¢aligmada ise
kusburnu ¢eliklerine yalmiz ve kombinasyon seklinde
olmak tizere 2000, 4000, 6000 ppm IBA ile Agrobacte-
rium rubi’nin 3 farkli irk1 (A1, A16 ve A18) uygulan-
migtir. Sonug olarak en yiiksek kdklenme orant (% 95)
200 ppm IBA+ A18 uygulamasindan elde edilmistir
(Ercigli ve ark., 2000a).

Ulkemizde ve diinyada sert ¢ekirdekli tiirlerde anag
olarak yaygm bir sekilde kullamilan MaxMa-14
(Prunus mahaleb x Prunusavium) ve GF-677
(Prunuspersica x Prunusamygladus) anaglara doku
kiltiirti sartlarinda Bacillus subtilis, Bacillus lentus,
Bacillus megaterium ve Rhodotorula spp. bakterileri
uygulanarak koklenme iizerine etkileri arastirilmistir.

2. Materyal ve Yontem

Bu ¢alisma, Mart 2015- Eyliil 2016 yillarinda S.U.
Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Bolimii Biyoteknoloji
Laboratuvari’nda yuritilmistiir. Materyal olarak Sel-
cuk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Bo-
limii Arastirma ve Uygulama Parseli’nde bulunan 1-2
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yasli MaxMa-14 ve GF-677 (badem x seftali) anaglari-
na ait siirgiin uglar1 kullanilmistir.

Anaglardan alinan 10-15 cm uzunlugundaki eksp-
lantlar in vitro kosullarda tizerinde 2-3 adet koltukalt1
g6zii kalacak sekilde kesilerek (4-5 ¢m boylarinda)
hazirlanilmigtir. Hazirlanan eksplantlar yiizey sterili-
zasyonu i¢in akan gesme suyu altinda 20 dakika bekle-
tilmistir. Steril kabin igerisine alinan eksplantlar
%70’1ik etil alkolde 1 dk bekletilerek 3 kez steril saf su
ile durulandiktan sonra %20’lik ticari ¢amasir suyu
soliisyonunda 5-7 dakika bekletilip tekrar 3 kez steril
saf su ile durulanmistir. Sterilizasyondan sonra aseptik
kabin icerisinde bulunan eksplantlar, steril bistiiri ve
pens yardimu ile yaklasik 1-2 ¢m uzunlugunda, {izerin-
de 1 adet koltuk tomurcugu bulunacak sekilde kesilerek
mikrogelikler kiiltiire hazirlanmigtir. Hazirlanan mikro-
celikler 1.5 mg/l IBA, 0.1 mg/l GA; ilave edilen MS
stirgiin ortamina dikilmistir. Stirmiis olan siirgiinler ise
hazirlanan MS kardeslendirme ortamimi (GF-677 igin
1.0 mg/l BA + 0.1 mg/l GA; + 0.1 mg/l IBA; MaxMa-
14 i¢in 1.0 mg/l BA + 0.1 mg/l GA3 + 0.05 mg/l IBA +
40 gr/l seker + 7.5 gr/l agar) i¢eren 25 mm x 150 mm
boyutlarindaki kiiltiir tiiplerine aktarilmistir. Uzunlugu
10-15 mm’e ulasan mikro siirgiinlere BBAR (Bacillus
subtilis 13, Bacillus lentus 13, Bacillus megaterium 14
ve Rhodotorula spp. 15) uygulanarak MS ortamina
dikilirken, bagka bir grup bitki ise IBA (GF-677 i¢in
3,0 mg/l; MaxMa-14 i¢in ise 2,0 mg/l) iceren MS or-
tamina dikilmistir. Kiiltiirler, sicakligi 24+2 °C, foto-
peryodu 16 saat, 1giklanmasi ise beyaz florasan lamba-
larin bulundugu biiylitme odasinda tutulmustur.

Deneme kapsaminda uygulamalarin kargilastirilma-
s1 amaciyla siirgiin boyu, siirgiin ¢api, koklenme orani
(%), mikrosiirglin bagina diisen kok sayisi, kok uzunlu-
gu, kok capi, kok ve siirgiin yas agirligi, kok ve siirgiin
kuru agirligi gibi parametreler belirlenmistir.

Deneme, 3 tekerriirlii her tekerriirde 3 bitki mater-
yali olacak sekilde Tesadiif Parselleri Deneme desenine
gore diizenlenmis, farkli gruplarin tespitinde P<0.05
onem seviyesinde LSD testinden faydalanilmistir.

3. Arastirma Sonuglar1 ve Tartisma

3.1. Uygulamalarin Koklenme ve Kok Ozelliklerine
Etkisi

Yapilan IBA uygulamalarinin kdklenme iizerine et-
kili oldugu buna karsilik BBAR uygulamalarinin kok-
lenmeyi uyarmadigt Dbelirlenmistir  (Cizelge 1).
MaxMa-14’de koklenme orani, 2 mg/l IBA ve kontrol
grubunda % 100 olurken BBAR uygulamalarinda kok-
lenme belirlenememistir. Benzer sekilde GF-677°de
koklenme orani, 3 mg/l IBA’da % 88.8 olarak tespit
edilirken BBAR ve kontrol uygulamalarinda kdklenme
meydana gelmemistir.

MaxMa-14’de 2mg/l IBA uygulamasinda mikroge-
lik basina 6.77 adet kok olusurken kontrolde 5.21 adet
kok meydana gelmistir. GF-677°de ise 3mg/l IBA
uygulamasinda mikrogelik basina 1.99 adet kok olus-
mustur. MaxMa-14’de IBA uygulamasinin kék uzun-
luguna etkisi istatistik olarak 6nemli bulunmus ve kont-
rolde 3.10 cm olarak belirlenen kok uzunlugu 2 mg/l
IBA uygulamasinda 2.08 olarak belirlenmistir. GF-677
anacinda ise 3 mg/l IBA uygulamasinda kdk uzunlugu
0.51 cm olarak saptanmustir.

Kok uzunluguna benzer sekilde MaxMa-14 kok ca-
p1 kontrolde 3.20 mm ile 2 mg/l IBA uygulamasindan
(2.50 mm) yiiksek bulunmustur. GF-677 anacinda ise
kok capr 3mg/l IBA uygulamasinda 1.31 olarak belir-
lenmisgtir.

Kok uzunlugu ve kok capmma paralel sekilde
MaxMa-14’de kok yas 140 mg ile kontrolde 2mg/l IBA
uygulamasindan (116 mg) daha yiiksek tespit edilmis-
tir. Ayrica, GF-677 anacinda 3 mg/l IBA uygulamasin-
da kok yas agirlig1 47 mg olarak bulunmustur.

Kok yas agirliginda oldugu gibi kdk kuru agirlig: da
MaxMa-14’de kontrolde 74 mg ve 2 mg/l IBA uygu-
lamasinda 59 mg olarak belirlenmistir. GF-677’de ise 3
mg/l IBA uygulamasinda 15 mg olarak tespit edilmis-
tir.
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Cizelge 1
Uygulamalarin kdk gelisimine etkisi
Kok Kok Kok Kok Kok Yas Kok Kuru
Orant Sayis1 Uzunlugu Cap1 Agirhigt Agirligi
(%) (adet)  (cm) (mm)  (mg) (mg)
Kontrol 100 521 3,09a 3,20 a 136 74
MaxMa-14 2mg/l IBA 100 6,77 2,08b 250b 116 59
BBAR
(BS13,
BL13, - - - - -
BMT14,RT
15)
LSDpe00s OD OD 6,20 0,49 OD OD
Kontrol - - - - -
GF-677 3mg/l IBA 88.8 1,99 0,51 1,31 47 15
BBAR
(BS13,
BL13, - - - - -
BMT14,
RT15)

3.2. Uygulamalarin Siirgiin Ozelliklerine EtKisi

Mikrogeliklerde koklenmeyi tesvik etmek amaciyla
yapilan rizobakteri ve IBA uygulamalarinin siirgiin
gelisimine Onemli etkilerinin oldugu belirlenmistir
(Cizelge 2 ve 3). MaxMa-14’de 2 mg/l IBA uygulama-
st istatistiki olarak siirgiin uzunlugunu artirirken rizo-
bakteri uygulamalar1 slirglin uzunlugunu etkilememis-
tir. MaxMa-14 anacinda en uzun siirgiinler 3.09 cm ile
2 mg/l IBA’dan elde edilmistir. GF-677’de ise uygu-
lamalar siirgiin uzunlugunu istatistiki olarak etkileme-
mesine ragmen BS 13 uygulamasinda (1.23 cm) en
uzun siirglinler meydana gelmistir.

Siirgiin ¢ap1 her iki anagta da yapilan uygulamalar-
dan istatistiki olarak Onemli seviye etkilenmistir.
MaxMa-14 (3.34 mm) ve GF-677 (2.54 mm)’de en
kalin siirglinler IBA uygulamalarindan elde edilirken
MaxMa-14 anacinda rizobakteri uygulamalari siirgiin

kalinligin1 {lizerine olumlu etkisi tespit edilememistir.
Buna karsilik, GF-677 anacinda BS 13 ve BMT 14
uygulamalarinda IBA ilaveli ortamdaki siirgiinlerin
kalinligina yakin siirglinler meydana gelmistir.

Siirgilin yas agirhigi MaxMa-14’de siirgiin uzunlugu
ve ¢apina benzer sekilde en yiiksek 110 mg ile 2 mg/l
IBA uygulamasinda tespit edilmistir. GF-677’de ise
uygulamalarin siirgiin yas agirhigina etkisi Onemsiz
bulunmustur.

Siirgiin yas agirligina paralel olarak MaxMa-14’de
sirgin kuru agirligr en yiiksek 59 mg ile 2 mg/l
IBA’dan elde edilitken GF-677° de ise 22 mg ile 3
mg/l IBA’da bulunmustur.
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Cizelge 2

Uygulamalarin MaxMa-14 anaglarinda siirgiin gelisimine etkisi

MaxMa-14 Siirgiin Siirgiin Siirgiin Yas Siirgiin Kuru
Uzunlugu (cm) Cap1 (mm) Agirligr (mg) Agirligi (mg)

Kontrol 2,21b 2,94 ab 75b 30b

2mg/l IBA 3,09a 3,34 a 107 a 59a

BS 13 1,98b 2,23 ¢ 72 be 18Db

BL 13 192D 2,42 bc 68 bcd 16Db

BMT 14 1,99b 2,16 ¢ 53d 14 b

RT 15 2,01b 2,40 bc 55 cd 17Db

LSDp<0.05 0,68 0,54 17,34 21,18

Cizelge 3
Uygulamalarin GF-677 anaglarinda siirgiin gelisimine etkisi

GF-677 Stirgiin Siirgiin Siirgiin Yas Stirgiin Kuru
Uzunlugu (cm) Cap1 (mm) Agirligi (mg) Agirligi (mg)

Kontrol 0,96 185D 56 9cd

3 mg/l IBA 0,91 2,54 a 84 22 a

BS 13 1,23 2,52 a 79 16 abc

BL 13 1,01 2,25 ab 75 13 bed

BMT 14 1,08 241 a 88 19 ab

RT 15 0,93 2,15ab 43 8d

LSDy<0.05 OD 0,46 OD 7,44

BBAR ve IBA’nin in vitro sartlarda MaxMa-14 ve
GF-677 anaglarinin kdklenmesine etkisinin arastirildigi
bu ¢alismada, kullanilan 4 rizobakteri irkinin mikroge-
liklerin koklenmesine etkisinin olmadigi buna kargilik
IBA uygulamasinin her iki anagta da koklenmeyi sag-
ladig1 tespit edilmistir. Arastirmada kullanilan anagla-
rin doku kiiltiirii sartlarinda koklendirmesi yapilabil-
mektedir. Bu amacgla gida ortamina ilave edilen IBA
mikrogeliklerin koklenmesini saglayabilmektedir. Bu
konuda yapilan caligmalarda farkli IBA dozlarinda
farkli oranda kdoklenme elde edildigi gosterilmistir
(Muna ve ark., 1999; Ahmad ve ark., 2003). Bu ¢erge-
vede in vitro sartlarda MaxMa-14 i¢in en uygun IBA
dozunun 2 mg/l ve GF-677 igin 3 mg/l IBA oldugu
tespit edilmigtir. Bizim ¢alismamizda da iki anag igin
kullanilan IBA dozlarinda onceki calismalarda belir-
lendigi gibi yiiksek oranda koklenme elde edilmistir.
Boylece, bizim elde ettigimiz bu sonuclar onceki ¢a-
lismalardan elde edilen sonuglara uyumlu goriilmekte-
dir.

Bu ¢alisma IAA iireten BBAR lerin in vitro sartlar-
da mikroceliklerin koklenmesini tesvik ettigini belirle-
mek amaciyla yapilmistir. Bunun i¢in IAA sentezledigi
belirlenmis olan rizobakterilerden 4 tanesinin kullanil-
dig1 ¢alismada, higbir rizobakteri irki iki anagta da
mikrogeliklerin  koklenmesini saglayamamustir. Bu
durum IAA sentezleyen rizobakterilerin triptofan ami-
no asidinden IAA iretmesi ile iligkili olabilir. Nitekim,
rizobakterilerin IAA iretme yeteneklerinin belirlenme-
si amaciyla yapilan ¢aligmalarda gida ortamina tripto-
fan amino asidi ilave edildiginde 6nemli miktarlarda
TAA sentezleyen rizobakteriler gida ortamina triptofan
olmadiginda ya hi¢ IAA sentezlememekte ya da ¢cok az
TAA sentezi gerceklestirebilmektedir.

Huu Dat ve ark., (2015)’1an tarafindan yapilan ¢a-
lismada I-triptofanin Basillus subtilis TIB6'nin TAA
iretimini uyardigi goriilmiistiir. Triptofan icermeyen
gida ortaminda TIB6 28.5+2.8 mg/L TAA firetebilirken,
%0.1 triptofan eklenmis kiiltiir ortaminda bulunan
TIB6 76.4+2.1 mg/L TAA diretmistir. Bu caligmalara
benzer sekilde, kiiltiir ortamia 0.1 g/L triptofan ilave
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edildiginde, Pseudomonas aeruginosa irklari, kontrol-
den (triptofan igermeyen) 5 kat daha fazla IAA iiret-
mistir (Chaiharn ve Lumyong, 2011). Triptofan kiiltiir
ortamina eklendiginde, bircok bakterinin IAA sentez-
leme yeteneginin bulundugu bildirilmektedir (El-
Khawas ve Adachi, 1999; Ali ve ark., 2010). Buna
gore, rizobakteri inokulasyonu yapilan mikrogeliklerde
koklenmenin olmamasi gida ortaminda triptofan amino
asidinin olmamasi olabilir. Boylece, koklenme igin
gerekli olan TAA rizobakteriler tarafindan mikrogelik-
lere saglanamadigindan adventif kok olusumu uyarila-
mamis goriilmektedir.

Sonugta, doku kiiltiirii ¢alismalarinda mikrogelikle-
rin koklenmesi tizerine BBAR’lerin etkisinin incelene-
cegi caligmalarda gida ortamina mutlaka triptofan ami-
no asidinin ilave edilmesi gerektigi soylenebilir.

4. Tesekkiir

Bu calisma Selguk Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri (BAP) Koordinatorliigii tarafindan destek-
lenmistir (Proje No: 16201019).
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