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Calismada, baz1 Prunus tiirlerinde Kkotiledon
explantlarindan kallus iiretimi i¢in en uygun besin
ortaminin tespit edilmesine yonelik olarak 0, 1.0, ve
2.0 mg/1 benziladenin (BA), 0.0, 0.5, 1.0, 2.0 ve 5.0
mg/l  naftalenasetik asit (NAA) ve 24-
diklorofenoksiasetik asit'in (2,4-D) olusturdugu 30
farkli kombinasyon iceren Murashige and Skoog
ortami denenmistir. Badem explantlarinda en
ylksek kallus olusturma orani %65.00 ile 2.0 mg/1
BA+0.5 mg/l 2,4-D kombinasyonunda, kayisida ise
en yiliksek kallus olusturma orami % 57.86 ile 1.0
mg/l BA+5.0 mg/l 2,4-D kombinasyonunda elde
edilirken, karayemis explantlarinda ise kallus
olusturma orani sadece %7.5 diizeyinde 1.0 mg/]
BA+0.5 mg/l 2,4 D igeren ortamda gozlenmistir.
Kallus biiyiikliigii 0-4 puan olarak goreceli olarak
degerlendirilmis ve buna gore en yiiksek kallus
biiyiikligii bademde 2.39 puan, kayisida 0.35 puan
karayemiste 0.38 puan olarak tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Prunus, kallus, doku kiltiiri

Callus cultures of some Prunus spp. species

Abstract

In the study, Murashige and Skoog culture media
supplemented with 30 different combinations
composed of 0, 1.0 and 2.0 mg/] benzyladenine (BA);
0.0, 0.5, 1.0, 2.0, and 5.0 mg/] naphthaleneacetic acid
(NAA) and 2,4-diklorofenoksiasetic acid (2,4-D)
were evaluated in order to determine the most
suitable combination of plant growth regulators for
producing callus from cotyledon explants in some
Prunus species. The highest ratios for callus
formation in almond and apricot explants were 65%
in the combination of 2.0 mg/l BA+ 0.5 mg/l 2,4-D
and 57.86% in 1.0 mg/l BA + 5.0 mg/l 2,4-D

combination, respectively. On the other hand, there
was no callus formation in cherry laurel.

Key words: Prunus, callus, tissue culture

Giris

Kallus terimi Latincede Callum kelimesinden
gelmektedir. Callum sert veya tipda termal dokunun
kalinlasmast anlamina gelmektedir (Nagata ve
Takebe, 1971). Kallus Dbitki  biyolojisinin
baslangicinda hiicrenin kiitlesel biiylimesini ve
yaralanma ile kalloz birikimini ifade etmektedir.
Ancak giintimiizdeki kullanim1 daha genis anlamda
diizensiz hiicre yigin1 olarak ifade edilir. Kallus
farklilasmis bir hiicreden iiretilebilir ve ¢ogu kallus
hiicreleri totipotent 06zelliktedir (Ikeuchi ve ark.,
2013).

Bitkilerde  kallus  farklilasmamis  parankima
hiicrelerinin hiicre béliinmesi sonucu olusan
hiicreler toplulugu olarak da ifade edilebilir. Bu
hiicreler dogada Dbitkilerin yara dokularinin
kapanmasinda, iki bitki pargasinin birlesmesinde
(as1), geliklerin kok olusumda yer alirlar. Bitki doku
kiltiirlerinde ise kallus olusumu organ ve somatik
embriyo olusumunun indirekt yollarinda, hicre
slispansiyon Kkiiltiirlerinin baslangi¢ materyalinin
olusumunda, fizyolojik ve sitogenetik calismalarin
deneysel materyalinin olusumunda, protoplast
eldesinde, gen transferi c¢alismalarinda, asi
uyusmazliginin kontroliinde, biyotik ve abiyotik
stres kosullarina analiz ¢alismalarinda ve daha ¢ok
sekonder metabolit  iretim calismalarinda
kullanilmaktadir. Sekonder metabolitler say1 ve yapi
itibariyle ¢ok fazla gesitlilikte liretilmeleri bitkilerin
kendine 6zgii 6zelliklerden birisidir. Kallus kiiltiirleri
siirli sayidaki materyali sinirsiz yapma avantajina
sahiptir. Aym1 zamanda mevsimlik kisitlamalara
ragmen {Uretimde istenilen driinleri biitin yil
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boyunca iiretimine imkan saglar. Bazi sekonder
metabolitler 0Ornegin antisiyonin extraksiyonu
organize olmus organ dokulardan daha zor elde
edilirken kallus kiiltiirlerinden kolay elde edilir
(S6kmen ve Giirel, 2001; Koo ve ark., 2005; Keskin
ve Kunter, 2007; Maharik ve ark., 2009; Cetin ve ark.,
2011).

Bu ¢alismanin amaci, iilkemizde biiyik bir genetik
zenginligi olan ac1 badem (Prunus dulcis Mill.), aci
kayis1 (Prunus armenica L. ), karayemis (Prunus
laurocerasus L.) tohumlarindan farkhi biiylimeyi
diizenleyici madde iceren ortamlarin Kkallus
olusumuna etkisinin arastirilmasidir.

Materyal ve Yontem
Materyal

Calismada bitkisel materyal olarak Prunus dulcis
Mill’e ait tohumlar, Malatyanin Arapgir ilgesinde
dogada kendiliginden yetismis ac1 tada sahip olan bir
agactan, Prunus armenica L.’a ait tohumlar Kayisi
Arastirma [stasyonu'nda (Malatya) yetistirilen
Hacikiz cesidinden ve Prunus laurocerasus L.a ait
tohumlar Findik Arastirma istasyonu’nda (Giresun)
yetistirilen 52-06 nolu bir genotipten temin
edilmistir.

Yontem

Kallus  olusumunda explant kaynagi olarak
tohumlarin kotiledonlar1 kullanilmistir. Tohumlarin
ylizey sterilizasyonu icin tohum kabuklar: ¢ikarilan
i¢ tohumlar 20 ml sodyum hipoklorit (%15°lik) 100
ml’ye saf su tamamlanmasi ve igerisine 1 damla
tween 20 ilave edilmesi ile hazirlanan soliisyonda 20
dakika stireyle calkalanmistir. Sodyum hipokloritin
dokulardan uzaklasmas i¢in steril saf su icerisinde
5’er dakika stireyle 3 kez yikanmasi ile yapilmistir
(Aygin ve Dumanoglu, 1999). Steril tohumlar
laminar hava akish kabin icerisinde penset ve bistiiri
yardimi ile tohumlarin dis kabuklar1 (testa)
tohumdan uzaklastirllmis ve tohumun Kkotiledon
yapraklar1 karayemiste biitiin olarak kayis1 ve
bademde ise her bir kotiledon 2’ye bdliinerek
hazirlanan besin ortamlarima dikilmistir (Sekil 1).

[Ik dikim asamasinda besin ortamn olarak
Benziladenin (BA), Naftalenasetik asit (NAA) ve 2,4-
Dikolorofenoksiasetik asit ile olusturdugu (Cizelge
1.) kombinasyonlar1 igeren, pH’s1 5.7’ye ayarlanmis,
30 g/l sakaroz ve 7.0 g/l agar katilmis MS temel
besin ortami kullanilmistir. Ortamlarin
sterilizasyonu otoklav ile 121°C ve 1 atmosfer basing
altinda 20 dakika siireyle yapilmistir.

Dikim, icerisinde 35 ml besin ortami bulunan 100 x
15 mm boyutlarindaki petri kaplarina yapilmis ve
petri kaplarinin agiz kisimlan stre¢ film ile
sarilmistir.  Kiiltiirler 24+1°C  sicaklik karanlik
kosullarda 4 hafta gelismeye birakilmistir. Explantlar
biiyiime diizenleyici madde icermeyen baslangig
ortamiyla aym oOzelliklerdeki MS besin ortamina
transfer edilerek 4’ er hafta arayla 3 kez alt kiiltiire
alinmistir. Her bir alt kiiltiirde kallus olusturma
orani (%) olusan kalluslarin ortalama ve biiytkligi
(puan) her bir ortam kombinasyonu igin
belirlenmistir.

Sekil 1. Besin ortaminda kayisi kotiledonlar:

Kallus olusturma denemeleri tesadiif parselleri
deneme desenine gore 5 tekerriirli ve her bir
tekerriirde 5 explant olacak sekilde kurulmus ve
biiylime diizenleyici kombinasyonlar1 arasindaki
kallus olusturma orani, kallus biyiikliigii Minitab
istatistik paket programi kullanilarak F testi
(P<0.01)’e gore kontrol edilmis ortaya ¢ikan 6nemli
farkliliklar Duncan testi ile saptanmis ve farkl
gruplar harfler yardimiyla belirlenmistir. Denemeler
2 kez tekrarlanmistir.

Bulgular ve Tartisma

Arastirmada 3 farkli Prunus tiriiniin kotiledonlarinin
ayni bitki biiylime diizenleyici kombinasyonlarinda
farkli diizeylerde kallus olusumu gdzlenmistir.
Denemede kulllanilan kombinasyonlarda badem
kotiledonlar1  daha  yiiksek oranda  kallus
olusturmustur. Nitekim badem tohumlarina ait
kotiledonlarda %65.00 oraninda kallus olusumu
gozlemlenirken kayis1 kotiledonlarinda %57.90
olarak  belirlenmistir. Bu oran karayemis
kotiledonlarinda ise sadece %7.50 diizeyinde
kalmistir. (Cizelge 1).
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Cizelge 1. Farkli BA+Oksin kombinasyonlarinin bazi Prunus tiirlerinde kallus olusturma orani ve biiytkligi

Kallus Olusturma Orani (%)

Kallus Biytkligii (puan)

No BA+Oksin Kombinasyonlar: Badem Karayemis Kayis1 Badem Karayemis Kayis1
1. 0 mg/1 BA+ 0.0 mg/1 NAA 0.00j 0.00 12.86 fgh 0.00k 0.00 0.36 g-k
2. 0 mg/1 BA+ 0.5 mg/1 NAA 0.00j 0.00 0.00k 0.00k 0.00 0.00 k
3. 0 mg/1 BA+ 1.0 mg/1 NAA 10.00 g-j 0.00 143k 0.25jk 0.00 0.04 jk
4. 0 mg/1 BA+ 2.0 mg/l NAA 12.50 g-j 0.00 10.71 gh 0.38 h-k 0.00 0.40 g-j
5. 0 mg/1 BA+ 5.0 mg/l NAA 2.50j 0.00 10.71 gh 0.13 jk 0.00 0.27 h-k
6. 1 mg/1 BA+ 0.0 mg/l NAA 0.00j 0.00 0.00 k 0.00 k 0.00 0.00 k
7. 1mg/1 BA+ 0.5 mg/1 NAA 10.00 g-j 0.00 0.71k 0.25jk 0.00 0.04 jk
8. 1mg/1 BA+ 1.0 mg/1 NAA 20.00 efg 0.00 37.80c 0.88j-g 0.00 0.80 def
9. 1 mg/1 BA+ 2.0 mg/l NAA 2.50j 0.00 18.57 ef 0.13 jk 0.00 0.45 f1
10. 1 mg/1 BA+ 5.0 mg/l NAA 2.50j 0.00 2.14 jk 0.25jk 0.00 0.111jk
11. 2 mg/1 BA+ 0.0 mg/1 NAA 0.00j 0.00 0.00k 0.00j 0.00 0.00 k
12. 2 mg/1 BA+ 0.5 mg/1 NAA 7.50 hij 0.00 4.281jk 0.13j 0.00 0.08 1jk
13. 2 mg/1BA+ 1.0 mg/1 NAA 32.50d 0.00 2.86 jk 1.27 bc 0.00 0.14 1jk
14. 2 mg/1 BA+ 2.0 mg/1 NAA 27.50 def 0.00 28.57d 0.67 f-1 0.00 0.69d-g
15. 2 mg/1 BA+ 5.0 mg/1 NAA 37.50 bed 0.00 18.57 ef 0.83d-g 0.00 0.58 e-h
16. 0 mg/1 BA+ 0.0 mg/12,4-D 2.50j 0.00 142k 0.13 jk 0.00 0.07 1jk
17. 0 mg/1 BA + 0.5 mg/12,4-D 17.50 fgh 0.00 50.00 b 0.381jk 0.00 1.31bc
18. 0 mg/1 BA+ 1.0 mg/12,4-D 0.00j 0.00 43.57 bc 0.00 k 0.00 1.53b
19. 0 mg/1 BA + 2.0 mg/1 2,4-D 35.00 cd 0.00 17.86 efg 1.00 c-f 0.00 0.90 de
20. 0 mg/1 BA + 5.0 mg/12,4-D 47.50b 0.00 5790 a 1.46b 0.00 2.16a
21. 1 mg/1 BA+ 0.0 mg/12,4-D 0.00j 0.00 0.71k 0.00 k 0.00 0.04 jk
22. 1 mg/1BA + 0.5 mg/1 2,4-D 7.50 hij 7.50 0.00 k 0.38 hk 0.38 0.00 k
23. 1 mg/1 BA+ 1.0 mg/12,4-D 30.00 de 0.00 10.71 gh 0.50 gj 0.00 0.24 h-k
24. 1 mg/1 BA + 2.0 mg/12,4-D 37.50 bed 0.00 9.29 hyj 0.92 c-f 0.00 0.38 g-k
25. 1 mg/1 BA + 5.0 mg/12,4-D 35.00 cd 0.00 27.14d 1.04 c-f 0.00 1.23 bc
26. 2 mg/1 BA+ 0.0 mg/12,4-D 5.0013j 0.00 0.00k 0.13j 0.00 0.00 k
27. 2mg/1BA + 0.5 mg/12,4-D 65.00 a 0.00 23.57 de 2.39a 0.00 1.39b
28. 2 mg/1BA+ 1.0 mg/12,4-D 45.00 bc 0.00 50.00b 1.20 bed 0.00 2.03a
29. 2 mg/1BA + 2.0 mg/12,4-D 15.00 gh1 0.00 29.29d 0.75 e-h 0.00 2.35a
30. 2mg/1BA + 5.0 mg/1 2,4-D 10.00 g-j 0.00 12.14 fgh 0.38 hk 0.00 0.54 e-h
LSD (p<0.01) 10.25 0.27 0.34
Bu kallus olusum oranlar1 Yao ve ark. (1990) seftali ise sadece 1 mg/l BA + 05 mg/l 24-D,

nektarin yassl saturn seftalilerinde
olgunlasmamis embriyolarindan kallus olusumunu
%83.3-100.0 oraninda, Ning ve Bao (2007), erigin
yine olgunlasmamis kotiledonlarindan  kallus
olusumunu %97 oraninda ve Yang ve ark. (2009)
bademde govde, yaprak ve anterlerden Kkallus
olusumu ve Kkalluslardan bitki rejenerasyonu igin
yaptiklar1t ¢alismada her ii¢ explantdanda %100
oraninda kallus elde etmislerdir. Bu sonuglar bizim
bulgularimizdan yiiksektir. Bu farkligin genotipten
kaynaklandig1 diisiniilmektedir.

ve

Diger yandan olgunlasmamis ya da olgunlasmis
explantlar arasinda kallus olusumu y6niinden biiyiik
farkliik vardir. Olgunlasmamis kotiledonlardan
alinan explantlarda mitotik aktivite devam
ettiginden kallus olusumu ve rejenerasyonunun daha
fazla olmasi beklenmektedir (Aygiin ve Dumanoglu,
1999; Giirel ve Tiirker, 2001). Calismada kullanilan
her tg tiirde de kallus olusturma oranlari kullanilan
oksinlerden NAA’ e gore genel olarak 2.4-D de daha
fazla olmustur (Cizelge 1). En yiksek Kkallus
olusturma orani bademde; 2 mg/l BA+0.5 mg/1 2,4-
D, kayisida 0 mg/1 BA + 5.0 mg/1 2,4-D karayemisde

kombinasyonunda elde edilmistir. En yiiksek kallus
olusturma oranm farkli dozlar da olsa 2,4 Dli
ortamlarda olmustur. Yang ve ark (2009) bademde
govde, yaprak ve anterlerden kallus olusumu i¢in 0.2
mg/l BA+0.5 mg/l 2,4-D ve 1.0 mg/l NAA
kombinasyonunu, Yao ve ark. (1990) ise seftali
nektarin ve yassl saturn seftalilerinde
olgunlasmamis embriyolarindan kallus olusumu i¢in
5 mg/l BA+ 1 mg/l NAA+ 1 mg/l 2,4-D
kombinasyonunu, en iyi kombinasyonlar olarak
bildirmislerdir. Arastiricilarin bildirmis olduklar:
bitki biliyiime diizenleyici kombinasyonlarinda oksin
olarak  2,4-D'nin  kullanilmis  olmasi  bizim
sonuclarimizi desteklemektedir. Kullanilan bitki
biiylime diizenleyici miktar1 baslangicta genotipe ve
sonrasinda ise kullanilan explanta gore degisiklik
gostermektedir. Explantlarin olgunlasmamis olmasi
kullanilan bitki biiyiime diizenleyici madde miktarini
azaltirken basar1 sansini artirmaktadir. Ayni
zamanda kullanilan BA’ninda dozu kullanilan
explanta ve genotipe gore degisim gostermektedir.
Calismada yer alan tg tiirden badem de 2 mg/l BA
iceren ortamda en iyi sonug¢ alinirken karayemisde 1
mg/l BA iceren ortamda kayisida ise BA’siz ortamda
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en yliksek sonuglar (0 mg/l BA+5.0 mg/1 2,4 D) elde
edilmistirr. BA dozlarn tire gore degisiklik
gostermektedir ve bu beklenen bir sonugtur. Nitekim
Terentter ve ark. (1985) Sam ve Schneiders kiraz
cesitlerinin slirglin explantlardan kallus olusumu 0.2
mg/l BA, Jones ve ark (1988) ticari olarak énemli
cilek cesitlerinde petiol explantlarinda veya yaprak
pargalarindan 0.9 mg/1 BA, Yao ve ark. (1990) Seftali
nektarin ve yassl saturn seftalilerinde
olgunlasmamis embriyolarindan kallus olusumu 0.5
mg/1 BA Blando ve ark. (2005) visnede 0.1 mg/1 BA,
Ning ve Bao (2007), erigin (Prunus mume)
olgunlasmamis kotiledonlarindan kallus olusumda
0.5 mg/l BA, Yang ve ark (2009) bademde
(Amygdalus communis) govde, yaprak ve anterlerden
kallus olusumunda 0.2 mg/l BA dozlarim1 aym
bulmuslardir. Calismalardan da gorildiagi gibi kallus
olusumu ic¢in kullanilan BA dozlarn tiire ve explanta
gore degisiklik gostermektir. Bizim c¢alismamizda
kullanilan BA nin dozlar literatiirde bildirilen dozlar
araligindadir.

Sonug olarak Prunus tiirlerinde kallus kiiltiirlerinin
olusturulmasinda badem ve kayisida yeterli sonug
alinirken karayemiste farkli ortam iceriklerinin veya

farkli olgunlasma sathalarindaki kotiledonlarin
explant olarak kullanilmas1 basariy1 artiracagi
kanaatindeyiz.
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