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Ozet

Bu ¢alismada, farkli ortam kombinasyonlarinin ve eksplant tiplerinin Fuerte avokado ¢esidinin in vitro
¢ogaltimi iizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Arastirmada eksplant olarak siirgiin ucu ve bogum
segmentleri, besin ortami olarak MS (1/2 makro), MS (3/4 makro) ve WPM ortamlar1 kullanilmistir. Farkli
donemlerde kurulan denemelerin bir kismi yogun enfeksiyon gelisimi ve yogun fenolik madde salgisindan
dolay1 kararmalar nedeniyle kaybedilmistir. Denemelerde elde edilen sonuglar genel olarak
degerlendirildiginde, en yiiksek tomurcuk siirme orant (%100), MS (1/2 makro) ortaminin tim
kombinasyonlarinda kiiltiire alinan siirglin ucu eksplantlarinda gozlenmistir. Bogum segmentleri siirgiin
ucu eksplantlarina oranla yiiksek miktarda kallus olusturmustur. En yiiksek yaprak sayisi/eksplant (4 adet)
MS (1/2 makro) + 1.0 ve 1.5 mg/L BAP + 0.1 mg/L GA3 ortamindan elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Fuerte, Avokado, in vitro, MS, WPM

In Vitro Propagation of Fuerte Cultivar in Avocado (Persea americana Mill.)

Abstract

The aim of this study was to determine the effects of different media combinations and explant types on in
vitro propagation of Fuerte avocado cultivar. In the research were used shoot tip and nodal segments as an
explant sourcess, MS (1/2 macro), MS (3/4 macro) and WPM as nutrient medium. Some of the experiments
established at different periods were lost due to intense infection development and browning due to intense
secretion of phenolic substances. When the results obtained in the experiments were evaluated in general,
the highest bud sprout rate (100%) was observed in the shoot tip explants cultured in all combinations of
MS (1/2 macro) medium. Nodal segments produced a high amount of callus compared to shoot tip explants.
The highest number of leaves/ explants (4 pieces) were obtained from MS (1/2 macro) + 1.0 and 1.5 mg/L
BAP + 0.1 mg/L GA3 medium.

Keywords: Fuerte, Avocado, in vitro, MS, WPM

1. Giris

Avokado, yapragini dokmeyen subtropik bir
meyve tirli olup Diinya {izerinde 5 kitada ve
yaklasik 70 iilkede yetistiriciligi yapilmaktadir.
Anavatani, Meksika, Guatemala ve Orta
Amerika’nin  Pasifik  okyanusu  kiyilaridir
(Yildinm ve Yilmaz, 2012). Persea americana
icinde, ticari yetistiriciligi yapilan ¢esitlerin yer
aldig1, botanik olarak 3 alt tiir bulunmaktadir. Bu
alt tirler; Guatemala (P. americana var.
guatemalensis Williams), Meksika (P. americana
var. drymifolia Blake) ve Bat1 Hint (P. americana
Mill. var. americana) olarak bilinmektedir

(Whiley, 1991). Botanik olarak avokado, tek
cekirdekli {lizlimsii bir meyvedir. Meyveleri
klimakterik 6zellik gostermektedir (Yildinm ve
Yilmaz, 2012).

Diinya 2018 yili toplam avokado {iretimi
6407171 tondur. Meksika 2184663 ton avokado
iretimi ile ilk siradadir (Anonim, 2019a). 1970°1i
yillarin baginda FAO araciligiyla Kaliforniya’dan,
Tiirkiye’ye Zutano, Bacon, Hass ve Fuerte
avokado cesitleri getirtilmigtir. Getirilen gesitler
Antalya, Mugla, Mersin, Adana ve Hatay ekolojik
kosullarinda denemeye alinmigtir (Bayram, 2010;
Anonim, 2013). Tirkiye’de 2018 yili toplam
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avokado iiretim miktar1, 3164 tondur (Anonim,

2019b).
Avokadoda  ¢esit ¢ogalimi  as1  ile
yapilmaktadir. Kolay c¢ogaltilabilmesi, diisiik

maliyetli olmas1 ve kuvvetli biiylimesi nedeniyle
genetik degiskenligine ragmen, bir¢ok iilkede
tohum anaclar1 kullanilmaktadir. Ancak, modern
yetistiricilikte ~ klonal  ana¢  kullanilmasi
zorunlulugu vardir. Diinyada yaygin olarak Duke
7, Thomas, D9, G-6, Toro Canyon klonal anag
olarak kullanilmaktadir. T veya yama g6z asilart
ile dilcikli, yarma, kakma, kabuk ve yan kalem
asilar1  uygulanabilmektedir. Ticari avokado
yetigtiriciliginde c¢elikle iiretimi kisitlayan en
onemli faktor, bir¢ok cesidin c¢eliklerinin zor
koklenmesidir  (Yildirnm ve Yilmaz, 2012;
Anonim, 2013). Klonal olarak c¢ogaltilmasi zor
olan cesitlerin, in vitro kiiltiir teknikleri ile
cogaltilmasi, talep edilen fidan ihtiyacinin kisa
siirede karsilanmasi i¢in 6nem tasimaktadir.

Avokado in vitro kosullarda yiiksek oranda
rekalsitrant davranmaktadir (Castro ve ark., 1995,
Zulfigar ve ark., 2009). Olgun (giceklenme
sonras1) avokado dokularmin doku kiiltiiriinde
morfogenetik kapasitesi, gen¢ dokulara gére daha
diisik olmaktadir (Zirari ve Lionakis, 1994;
Bandaralage ve ark., 2015). Cogu odunsu bitki
tiirleri gibi avokado igin de bogum kiiltiirii
uygundur ve siirglin ucu kiiltliriine gore daha
basarili goriilmiistiir (Martinez-Pacheco ve ark.,
2010). Zulfigar ve ark. (2009), Fuerte ¢esidinde
apikal tomurcuklara (1.58 siirgiin/eksplant)
kiyasla, aksillar tomurcuklarda maksimum
proliferasyon  hizi1 (2.5  siirglin/eksplant)
gbzlemlemislerdir.

Avokado stirgiinlerinin  in vitro olarak
koklenmesini tesvik etmek icin IBA ile yapilan
siireli uygulamalarda en iyi koklenme sonucu
(%20), 72 saat boyunca 100 mg/L IBA
uygulamasindan elde edilmistir (Barrera-Guerra
ve ark., 1998).

Bandaralage ve ark. (2015), Velvick avokado
cesidinde as1 kalemi {izerine sitokinin ve giberellin
sinerjisini arastirmiglardir. Siirgiin rejenerasyon
ortaminda 2.0 mg/L AgNO3, 20 g/L sukroz, 2.5
g/L phytagel, meta topolin (MT) ve GA3“iin farkli
dozlari ile WPM ortami kullanilmistir. Tek bagina
0.1 mg/L MT veya GA3 ile kombinasyonunda
%100 tomurcuk patlamasi gozlenmistir. GA3,
hormonsuz ortama gore siirgiin biiylimesini tesvik
etmis, ancak yliksek GA3 konsantrasyonunda (1.0
mg/L), MT uygulanan siirgiinlere gére ¢ok ince
uzamis yaprak olustugu bildirilmistir. MT nin
siirglin ucu Olmesi ve strese bagli yaprak
dokimiinii 6nledigi, yiiksek GA3 seviyelerinin

sirgiin  kalitesinde olumsuz etki yarattig
gozlemlenmistir. 45. giline kadar, 0.1 mg/L MT +
0.1 mg/L GA3 dozu, bu hormonlarin siirgiin
uzunlugunda sinerjik bir etki gostermis, daha uzun
sirglinler ~ {retmistir. 0.1 mg/L  GA3
konsantrasyonu ile 2.0 mg/L MT birlesmesi % 100
siirglin rejenerasyonu vermistir.

Son 45 yida avokado mikrogogaltma
calismalarinin ¢ogu, geng bitkilerde protokollerin
optimize edilmesi yoniinde yogunlagmistir. Ancak
simdiye kadar, olgun bitkilere bu protokollerin
sorunsuz  aktarilmast avokadoda  miimkiin
olmamistir. Olgun avokado g¢ogaltimi i¢in
gelistirilmig sinirlt protokoller, yiksek derecede
ceside Ozgiidiir ve karsilasilan problemlerden
dolay1 endiistriyel uygulama olarak benimsemek
icin gereksinimleri karsilamamaktadir. Bunlar
arasinda siirli cogaltma, diisiik koklenme yiizdesi
ve tutarsiz koklenme sayilabilir. Ayrica mevcut
protokollerde tekniklerin  kolayca transferi,
kitlesel ©Olgekli endistriyel kurulumda zor
olmaktadir. Bu nedenle, elit avokado gesitlerinin
mikrogogaltimi i¢in verimli ve etkili protokollere

ulasmak, c¢ogaltma ve koklenme basarisini
artirmak icin c¢eside Ozgii optimizasyonlara
yiiksek derecede gerek duyulmaktadir

(Bandaralage ve ark., 2017).

Bu c¢alismanin amact farkli besin ortami
kombinasyonlarinin ve eksplant tiplerinin Fuerte
avokado ¢esidinin in vitro g¢ogaltimi {izerine
etkilerinin belirlenmesidir.

2. Materyal ve Metot
2.1.Materyal

Denemede materyal olarak, Fuerte avokado
cesidinin siirgiin ucu eksplantlar1 ile bir yan
tomurcuk iceren bogum segmentleri
kullanilmstir.

Bitki materyali, Alanya’daki bir avokado
iireticisinin bahgesinde bulunan 5 yagl agaclardan
temin edilmistir.

2.2. Metot

Avokadonun in vitro cogaltiminda yaygin
olarak kullanilan Murashige and Skoog (MS) ve
Woody Plant Medium (WPM) besin ortamlari
kullanilmugtir.

2018 yilinda kurulan denemelerde MS (1/2
makro) ve MS (3/4 makro) besin ortami, 2019
yilinda kurulan denemelerde MS (1/2 makro) ve
WPM ortamlar1 kullanilmastir.
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Biiyime diizenleyici madde olarak biitiin
denemelerde besin ortamina BAP (0, 0.5, 1.0, 1.5,
2.0 mg/L) ve GA3 (0.1 mg/L) ilave edilmistir.

Besin ortamina 40 mg/L glutamin eklenmistir.
2019 yili denemeleri icin ilk hazirlanan besin
ortamlarina 50.44 mg/L Phloroglucinol (PG) ilave
edilmigtir. Daha sonra PG igermeyen besin
ortamlar1 hazirlanmistir.

Karbon kaynagi olarak 30 g/L sakkaroz,
katilagtiric1 olarak ise 7 g/L agar kullanilmistir.
Ortam pH’s1 5.8 e ayarlanmistir (Zulfigar ve ark.,
2009).

Dikimden sonra kiiltiirler 25°C de yedi giin
boyunca karanlik ortamda, sonrasinda 16/8 saat
fotoperiyot (2000 liiks) kosullarinda tutulmustur.

Calisma, Mart 2018-Haziran 2019 tarihleri
arasinda sekiz farkli donemde kurularak
yliritilmistiir.

Siirglin ucu ve bogum segmentleri yaklasik
lcm uzunlugunda kesilerek musluk suyu altinda
bekletilmis, daha sonra bitki pargaciklart bulasik
deterjani ile 5dk yikanarak durulanmistir.

Ikinci denemeden itibaren, eksplantlar yiizey
sterilizasyonu Oncesi thiram etken maddeli
thianosan ticari isimli fungusit (2g/L) igerisinde 1
saat boyunca bekletilmistir.

Eksplantlar %4.5 aktif sodyum hipoklorit
(NaOCL) igeren ve 2-3 damla Tween 80 ilave
edilmis %25 ticari sodyum hipoklorit (Klorak)
soliisyonunda 15 dk sterilize edilmis ve 3 defa 5’er
dk steril distile su iginde bekletilerek
durulanmuistir.

Eksplantlarin yara yerleri yenilenerek besin
ortami i¢eren kavanozlara 4 siirgiin ucu, 5 bogum
segmenti dikey olarak yerlestirilmistir.

Deneme 3 tekerriirlii olacak sekilde tesadiif
parselleri deneme deseninde kurulmustur. Kiiltiir
sirasinda  bazi tekerriirlerde, enfeksiyon ve
kararmalar nedeniyle kayiplar ve eksiklikler
oldugu icin istatistiki analiz yapilamamustir.

Kiiltirlerde gozlenen gelismelere bakarak i
ozellik incelenmistir. Bunlar:

2.2.1.Eksplantlarin kallus olusturma oram (%):
Kallus olusturan eksplant sayisinin toplam
eksplant sayisina oranmin 100 ile carpimiyla
bulunmustur.

2.2.2.Tomurcuk siirme oram (%): Tomurcugu
stiren eksplant sayisinin toplam eksplant sayisina
oraninin 100 ile ¢arpimdir.

2.2.3.Eksplant basina yaprak sayisi (Yaprak
sayisi/eksplant): Olusan toplam yaprak sayisinin,
yaprak olusturan eksplant sayisina oranidir.

3. Bulgular ve Tartisma

Farkli donemlerde kurulan denemelerin bir
kismi (Deneme-1, 5, 6 ve 8) yogun enfeksiyon
gelisimi ve yogun fenolik madde salgisindan
dolay1 kararmalar nedeniyle kaybedilmistir.

2018 yilinda kurulan denemelerde, en yiiksek
tomurcuk siirme oranmi (%100), ikinci (Mart ay1
sonu) ve iiclincli (Nisan ay1 ortasi) denemelerde
MS (1/2 makro) ortaminda bulunan tiim
kombinasyonlarda ve siirgiin ucu eksplantlarinda
gozlemlenmistir. Dordiincli denemede (Mayis ay1
basi) ise en yiiksek tomurcuk siirme orani (%100),
MS (3/4 makro) ortaminda bulunan kontrol, 0.1
mg/L GA3 ve 0.5 mg/L BAP+0.1 mg/L GA3
kombinasyonlarinda ve MS (1/2 makro) +0.5
mg/L BAP + 0.1 mg/L GA3 kombinasyonunda
olmustur. Bandaralage ve ark. (2015), Velvick
avokado ¢esidi ile yaptiklar1 ¢aligmada hormon
olmayan ortamda tomurcuk patlamasi elde
etmezken, yalnizca 0.1 mg/L MT igeren veya GA3
ilave edilen kombinasyonlarda %100 tomurcuk
patlamasi gozlemislerdir. 2.0 mg/L MT + 0.1
mg/L GA3 konsantrasyonlariin birlesmesi ile
%100 siirgiin rejenerasyonu elde edildigi
bildirilmistir.

Kiiltiire alman eksplantlarin yara yerlerinde
kallus gelismeleri olmustur Kallus olusumu
bakimmdan ortamlar ve eksplant tipleri
karsilastirildiginda ortamlar arasinda bir farklilik
gozlenmemis, ancak eksplant tipleri arasinda
farkliliklar bulunmustur. Klonal ¢ogaltimda kallus
gelismesi 6nemli olmasa da elde edilen sonuglar,
avokadoda yapilacak kallus kiiltiirii ve somatik
embriyo caligmalarinda degerlendirilebilir. Genel
olarak tim denemelerde bogum segmentleri daha
yiiksek kallus gelisimi gosterirken, siirgiin ucu
eksplantlar1  daha disiik kallus  gelisimi
gostermistir. ikinci denemede bogum segmentleri,
MS (3/4 makro) ortammin 0.1 mg/L GA3
kombinasyonu disindaki tiim kombinasyonlarda
ve MS (1/2 makro) ortaminda bulunan tiim
kombinasyonlarda %100 kallus olusturmustur.
Ugiincii denemede bulunan bogum
segmentlerinde %100 kallus olusumu, MS (3/4
makro) + 0.5 mg/L BAP + 0.1 mg/L GA3
kombinasyonu ve MS (1/2 makro) + 1.5 mg/L
BAP + 0.1 mg/L GA3 kombinasyonunda
gozlemlenmistir. Dordiincli denemede bulunan
tim kombinasyonlarda bogum segmentleri %100
kallus olugturmustur. Siirgiin ucu eksplantlarinda
en yiiksek kallus olusum oran1 (%100) ikinci
denemenin MS (1/2 makro) + 0.1 mg/L GA3 ve
1.0 mg/L BAP + 01 mg/L GA3
kombinasyonlarinda gdzlenmistir. Uciincii ve
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dordiincii denemelerde siirgilin ucu eksplantlarinda
kallus olusmamistir. Young (1983), Lula ve
Waldin avokado ¢esitlerinde yaprak
eksplantlarinda optimum kallus olusumunu 1.0
mg/L 2,4-D igeren ortamda ve 27°C 'de muhafaza
edilirken gozlemledigini bildirmistir.
Eksplantlarin alt veya iist yiizeyinin ortam ile
dogrudan temas halinde bulunmasi, en yiiksek
kallus olusumu (%41) ile sonuglanmistir. Govde
kisimlarinda en yiiksek kallus olusumu 0.2 mg/L
2,4-D igeren ortamda %67, 1.0 mg/L BA igeren
ortamda %82 oldugu belirtilmistir.

Eksplant basia yaprak sayisi incelendiginde
tim denemelerde en iyi sonu¢ MS (1/2 makro)

ortaminda  kiltire alman  siirglin  ucu
eksplantlarindan elde edilmistir. Siirglin ucu
eksplantlarmin  en iyi sonu¢ verdigi (4

adet/eksplant) ortam, ikinci denemede MS (1/2
makro) + 1.0 mg/L BAP + 0.1 mg/L GA3
kombinasyonu olmustur. MS (3/4 makro)
ortaminda bulunan siirgiin ucu eksplantlarinda en
fazla yaprak olusumu, ikinci denemede, 0.5 mg/L
BAP + 0.1 mg/L GA3 kombinasyonunda
olmustur. Bogum  segmentlerinin  yaprak
olusturdugu en iyi kombinasyon MS (1/2 makro)
+ 1.0 mg/L BAP + 0.1 mg/L GA3 olurken,
eksplant bagina yaprak sayist 4 adet olmustur.

Ikinci, iigiincii ve dordiincii denemelerde MS (3/4
makro) ortaminda kiiltiire aliman bogum
segmentlerinde yaprak gelisimi gozlenmemistir.
Lula ve Velvick cesitleri ile, WPM ortamu
kullanilarak, iki asamadan olusan bir denemede,
en uygun ortam 0.5 ve 0.1 mg/L CPPU olmus, 1.4
sirgiin/eksplant elde edilmistir (Castro ve
ark.,1995).

2019 yilinda bogum eksplantlar1 ile kurulan
yedinci (ikinci y1l Mart sonu) denemede ise en
yiiksek tomurcuk siirme orani (%50), WPM + 1.5
mg/L BAP + 0.1 mg/L GA3 kombinasyonunda
olmustur. Kallus olusumu bakimindan ortalamalar
incelendiginde, en yiiksek kallus olusum orami
(%90.55) WPM ortaminda kiiltiire alinan bogum
segmentlerinde gozlenmistir. Eksplant basina
yaprak sayisi bakimindan en iyi sonug
(4adet/eksplant), MS (1/2 makro) ortaminin 1.5
mg/L BAP + 0.1 mg/L GA3 kombinasyonundan
elde edilmistir.

Denemelerde elde edilen sonuglar genel olarak
degerlendirildiginde (Cizelge 1), en yiksek
tomurcuk siirme orani (%100), MS (1/2 makro)
ortaminin tiim kombinasyonlarinda kiiltiire alinan
siirglin ucu eksplantlarinda gézlenmistir.

Cizelge 1. Deneme 2’de MS (1/2 Makro) ortaminda kiiltiire alinan siirgiin ucu ve bogum segmentlerinde
1 ay sonra yapilan gozlemde tomurcuk siirmesi, kallus olusumu ve eksplant basina diisen yaprak

sayi1sl

Table 1. In Experiment 2, in the observation made after one month in the shoot tip and in the nodal segments
cultured in MS (1/2 Macro) medium, bud sprout, callus formation and number of leaves per explant

Biyime Dieniyic | Tpuicok Stvme Oram | Kl Otusam v | Yaprak S Ehsptan
Growth Regulators Siirgiin I_qu Bogum Seg. | Siirgiin I_qu Bogum Seg. | Siirgiin Ucu Bogum Seg.
(mg/L) Shoot tip Nodal seg. Shoot tip Nodal seg. Shoot tip Nodal seg.
0 (kontrol) 100.00 0.00 11.10 100.00 0.33 0.00
0.1 GAs 100.00 0.00 100.00 100.00 2.00 0.00
0.5 BAP+0.1 GA; 100.00 0.00 50.00 100.00 0.00 0.00
1.0 BAP+0.1 GA3 100.00 50.00 100.00 100.00 4.00 4.00
1.5 BAP+0.1 GA3 100.00 25.00 0.00 100.00 3.66 0.25
2.0 BAP+0.1 GA; 100.00 20.00 50.00 100.00 3.50 0.20
Ortalama 100.00 15.83 51.85 100.00 2.25 0.74

Bogum segmentleri, siirgiin ucu eksplantlarina
oranla yliksek miktarda kallus olusturmustur.

En yiiksek yaprak sayisi/eksplant (4 adet) MS
(1/2 makro) + 1.0 ve 1.5 mg/L BAP + 0.1 mg/L
GA3 ortamindan elde edilmistir.
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4. Sonuc¢

Yapilan bu calismada; besin  ortami
kombinasyonlarinin yaninda, eksplant tiplerinin
ve bitki materyalinin ana bitkiden alinma
zamaninin sonuglara etki ettigi goriilmektedir.

[Ikbahar déneminde alman bitkisel materyal,
yaz doneminde alinanlara gére daha iyi sonuglar
vermigtir. Yazin kurulan denemeler, yogun
fenolik madde salgist sonucu olusan kararmalar
nedeniyle kaybedilmistir.

Yeni  yapilacak  calismalarda;  bitkisel
materyalin sadece ilkbahar doneminde alinmasi ve
eksplant yara yerlerinde kallus gelismesi olmadan
kisa siire i¢inde direkt siirglin regenerasyonunun
baslamast ve olusacak siirgiin  sayisinin
arttirilmasi i¢in denemelerde besin ortamlari, bitki
biliylime diizenleyicileri ve dozlarinda degisiklik
yapilmasi uygun olacaktir.

Tesekkiir

Denemede kullanilan bitki materyali temininde
yardimc1 olan avokado {ireticisi, Sayin Ahmet
DALABASMAZ’a tesekkiir ederiz.

Ek

Bu makale 5-9 Mart 2020 tarihleri arasinda
Tunus Hammamet’te diizenlenen ‘111
International Agriculture Congress’ adl1 etkinlikte
sozlii bildiri olarak sunulmus ve Ozeti kongre

bildiri 6zet kitabinda basilmis bildirinin tam metin
halidir.
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